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Ια ΕΙΣΑΓΩΓΗ 	  
Τα βακτήρια του γένους Acinetobacter έχουν ευρεία διασπορά στη φύση και συχνά 
προκαλούν αποικισµό και λοιµώξεις νοσοκοµειακών ασθενών, ιδιαίτερα στις µονάδες 
εντατικής θεραπείας. Τα στελέχη Acinetobacter baumannii είναι το είδος που προκαλεί 
συχνότερα νοσοκοµειακές λοιµώξεις, όπως πνευµονία, λοιµώξεις τραυµάτων και 
µικροβιαιµίες. Τα στελέχη A. baumannii εµπλέκονται συχνά σε νοσοκοµειακές επιδηµίες 
και αυτό έχει αποδοθεί στην αυξηµένη αντοχή τους στα αντιβιοτικά και την ικανότητά 
τους να επιβιώνουν σε ανόργανες και ξηρές επιφάνειες. Η αντοχή στις καρβαπενέµες για 
το A. baumannii γίνεται τα τελευταία χρόνια όλο και συχνότερο φαινόµενο σε παγκόσµιο 
επίπεδο, µε την πλειονότητα των στελεχών στις ΜΕΘ να είναι ανθεκτικά σε ιµιπενέµη και 
µεροπενέµη και συχνά παν-ανθεκτικά. Πιο συγκεκριµένα ονοµάζουµε Multidrug 
resistance στα A. baumannii (MDR) την αντοχή σε πάνω από 2 από τις ακόλουθες 
κατηγορίες αντιβιοτικών: αντι-ψευδοµοναδικές καφαλοσπορίνες (κεφταζιδίµη ή 
κεφεπίµη), αντι-ψευδοµοναδικές καρβαπενέµες (ιµιπενέµη, µεροπενέµη), αµπικιλίνη-
σουλµπακτάµη, φλουοροκινολόνες (σιπροφλοξασίνη ή λεβοφλοξασίνη), και 
αµινογλυκοσίδες (γενταµικίνη, τοµπραµυκίνη, ή αµικασίνη). Η παναθεκτικότητα Pandrug 
resistance (PDR) oρίζεται ως η ανθεκτικότητα του µικροβίου σε όλα τα αντιβιοτικά 
πρώτης γραµµής. Αναλυτικότερα τα στελέχη αυτά θα είναι ανθεκτικά στα β λακταµικά 
αντιβιοτικά συµπεριλαµβανοµένων των καρβαπανεµών και της σουλµπακτάµης, στις 
κινολόνες, στις αµινογλυκοσίδες  καθώς και στην τιγκεκικλίνη και κολιστίνη. Στη 
βιβλιογραφία υπάρχει και ο όρος Extensive-Drug Resistance ο οποιός χαρακτηρίζει 
στελέχη τα οποία είναι ανθεκτικά σε όλα τα αντιβιοτικά εκτός από ένα ή δύο. Ειδικά στον 
Ελληνικό χώρο, τα ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη A. baumannii ήταν σπανιότατα 
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µέχρι το 1998 (Maniatis et al 2003, µελέτη από επτά νοσοκοµεία των Αθηνών, όπου δεν 
βρέθηκε κανένα ανθεκτικό στις καρβαπενέµες στέλεχος A. baumannii), ενώ κατά τα 
τελευταία χρόνια προσεγγίζουν το 70-90%. Αυτό αποκτά ιδιαίτερη σηµασία σε αρκετές 
1περιπτώσεις λοιµώξεων από A. baumannii όπου οι καρβαπενέµες αποτελούν τη µόνη 
θεραπευτική επιλογή. 
Η µεγάλη αυτή αύξηση της συχνότητας των ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών 
A. baumannii µπορεί να οφείλεται σε µία σειρά παραγόντων, όπως είναι η χορήγηση 
µεγάλων ποσοτήτων καρβαπενεµών, η παραµονή των ασθενών στις ΜΕΘ, η νόσηση από 
ασθένειες που προκαλούν παρατεταµένη ανοσοκαταστολή κλπ. Σε επίπεδο µικροβίου, η 
αντοχή αυτή µπορεί να έχει προκληθεί µέσω µεταλλάξεων σε διακριτά µεταξύ τους 
στελέχη, µεταφοράς γονιδίων αντοχής από στέλεχος σε στέλεχος ή διασποράς επιδηµικών 
στελεχών από ασθενή σε ασθενή στον ίδιο ή διαφορετικό θάλαµο, κλινική ή νοσοκοµείο. 
Όταν οι µεταλλάξεις έχουν προκληθεί σε µεµονωµένα µικρόβια και σε µεµονωµένες 
περιστάσεις, τα ανθεκτικά µικρόβια θα είναι διαφορετικά µεταξύ τους, οπότε και θα 
υπάρχουν ποικίλοι επιδηµικοί κλώνοι. Επίσης, όταν γονίδια αντοχής έχουν µεταφερθεί σε 
διαφορετικά στελέχη ενός µικροβιακού είδους (µέσω πλασµιδίων, τρανσποζονίων ή 
βακτηριακής µεταµόρφωσης), προκύπτουν διαφορετικοί επιδηµικοί κλώνοι. Αντίθετα, 
όταν ένα συγκεκριµένο επιδηµικό στέλεχος έχει µεταφερθεί σε διαφορετικούς ασθενείς 
και διαφορετικούς χώρους, προκύπτει ένας επιδηµικός κλώνος που µπορεί και να είναι 
επικρατών σε πληθυσµιακό επίπεδο. Η διερεύνηση της πληθυσµιακής σύστασης των 
ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii έχει προφανές ενδιαφέρον, αφού 
θα παρέχει πληροφορίες ικανές να διαφωτίσουν την εξέλιξη του ανησυχητικού αυτού 
φαινοµένου, οι οποίες µπορεί να συµβάλλουν και στον περιορισµό του. Ο σκοπός της 
µελέτης είναι λοιπόν η διερεύνηση της πληθυσµιακής εξέλιξης των ανθεκτικών στις 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
12	  
καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii από διάφορες γεωγραφικές περιοχές του Ελληνικού 
χώρου και θα επιχειρηθεί να ιχνηλατηθεί η προέλευση των επιδηµικών κλώνων. Πρέπει να 
σηµειωθεί ότι ενώ σε αρκετές Ευρωπαϊκές χώρες έχουν πραγµατοποιηθεί σχετικές µελέτες 
και έχουν προκύψει αντίστοιχα επιδηµιολογικά δεδοµένα, από τον Ελληνικό χώρο δεν 
υπήρχαν µέχρι την παρούσα µελέτη δεδοµένα για την προέλευση των (επιδηµικών ή όχι) 
ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii και αυτό παρά τα αξιοσηµείωτα  
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Η ιστορία του γένους Acinetobacter  ξεκινά για πρώτη φορά στις αρχές του 20ου αιώνα 
όταν τo 1911 ο Ολλανδός µικροβιολόγος Beijerinck περιγράφει για πρώτη φορά την 
ύπαρξη ενός καινούριου µικροοργανισµού, τον οποίο ονοµάζει Micrococcus 
calcoaceticus.  
Τις επόµενες δεκαετίες παρόµοιοι µικροοργανισµοί περιγράφονται, για τους οποίους 
χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 15 διαφορετικά ονόµατα. Από τα πιο γνωστά είναι 
Bacterium anitratum (Schaub et al. 1948), Herellea vaginicola και Mima polymorpha (De 
Bord 1939), Achromobacter anitratus (Brisou, 1953.), Alcaligenes haemolysans 
(Henriksen, 1973), Moraxella glucidolitica, Moraxella lowffii (Pièchaud et al. 1956). 
Η παρούσα ονοµασία Acinetobacter, η οποία προκύπτει από την ελληνική λέξη 
ακίνητο προτάθηκε για πρώτη φορά το 1954 από τους Brisou and Pŕevot το 1954 για να 
ορίσει ένα µη κινητό µικροοργανισµό που κατατασσόταν µέχρι τότε στο Achromobacter. 
Το 1968 ήταν η πρώτη φορά που το Acinetobacter κατηγοριοποιείται για πρώτη φορά ως 
ξεχωριστό γένος από τους Baumann et al. 1968. Στο Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology (έκδοση 1974) στο γένος Acinetobacter προστίθεται το είδος A. 
calcoaceticus. Το 1980 στη λίστα «Appoved list of bacterial names» προστίθεται και 
δεύτερο είδος το Α. lwoffii.  
 
 Γενικά χαρακτηριστικά 
 
1.Μορφολογία: 
Τα Acinetobacter είναι Gram αρνητικά βακτηρίδια κοντά και παχιά κατά τη φάση του 
πολλαπλασιασµού και διαιρέσεως αλλά κόκκοι κατά τη φάση της στασιµότητας 
(κοκκοβακτηρίδια). Διατάσσονται κατά ζεύγη ή κοντές αλυσίδες, είναι  καταλάση θετικά, 
οξειδάση αρνητικά, µη κινητά, άσπορα, χωρίς βλεφαρίδες και αζυµωτικά. Είναι αυστηρά 
αερόβια και δεν αναπτύσσονται σε συνθήκες µικροαερόφιλες ή αναερόβιες, ενώ αρκετά 
στελέχη φέρουν έλυτρο. Μια τροµώδης κίνηση που παρατηρείται οφείλεται στην 
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παρουσία πολικών ινιδίων. Πολλές φορές µπορούν να µιµηθούν µορφολογία Gram-
θετικών και Gram-αρνητικών κόκκων και από εκεί προκύπτει η παλαιότερη ονοµασία 
τους (Mimae).
 
εικόνα 1: A. baumannii (Gram χρώση)  
 
2.Καλλιέργεια :  
Τα είδη Acinetobacter αναπτύσσονται το ίδιο καλά σε στερεά (sheep blood agar) και υγρά 
(tryptic soy broth) θρεπτικά υλικά µετά από επώαση στους 37 βαθµούς κελσίου. Οι 
αποικίες τους είναι λείες σπάνια βλεννώδεις, υποκίτρινες έως και γκριζόλευκες. Σε 
µέγεθος είναι συγκρίσιµες µε αυτές των εντεροβακτηριακών ενώ πιο συγκεκριµένα οι 
αποικίες του συµπλέγµατος A.calcoaceticus - A. baumannii complex έχουν 1,5 µε 3,0 mm 
διάµετρο µετά από 18h επώαση. 
      Τα υπόλοιπα είδη Acinetobacter συνήθως σχηµατίζουν µικρότερες αποικίες σε 
µέγεθος. Παρόλο που όλα τα εντεροβακτηριακά αναπτύσσονται σε MacConkey Άγαρ 
υπάρχουν Acinetobacter τα οποία µπορεί να µην αναπτύσσονται σε αυτό το υλικό. Το A. 
haemolyticus και κάποια άλλα όχι τόσο καλά µελετηµένα στελέχη όπως το Acinetobacter 
genomic species 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16, and 17, µπορεί να κάνουν κάποιου βαθµού 
αιµόλυση στο αιµατούχο άγαρ, ιδιότητα που το A. calcoaceticus - A. baumannii complex 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
15	  
δεν διαθέτει.  
      Δυστυχώς δεν υπάρχει κάποιο βιοχηµικό τεστ, το οποίο να διαχωρίζει τα A. 
baumannii από τα άλλα αζυµωτικά Gram αρνητικά βακτηρίδια και µόνο η δοκιµασία 
οξειδάσης, η οποία είναι αρνητική στην περίπτωση του Acinetobacter  διευκολύνει στην 
διάκρισή του από την Pseudomonas spp. Δεν πρέπει ωστόσο ποτέ να διαλάθει της 
προσοχής ότι υπάρχουν και είδη Pseudomonas µε αρνητική οξειδάση. 
    Τα περισσότερα στελέχη του γένους Acinetobacter δεν είναι ικανά να ανάγουν τα 
νιτρικά άλατα σε νιτρώδη µε την κλασική αναγωγική οδό, ενώ για την αποµόνωσή τους 
από τα διάφορα υλικά που προσκοµίζονται στο εργαστήριο για καλλιέργεια (βρογχικές 
εκκρίσεις, τραύµατα κ.τ.λ.) χρειάζεται εµπλουτισµός του υλικού µε πηγή άνθρακα.  
 
3.Οικολογία: 
Μέλη του γένους Acinetobacter υπάρχουν παντού στο φυσικό µας περιβάλλον. 
Βρίσκονται στο χώµα, το νερό, τα φυτά και στα διάφορα φυτικά και ζωικά µας τρόφιµα. 
Αποτελούν µέρος της χλωρίδας του δέρµατος σε ποσοστό που φτάνει το 43% σε υγιή, 
εξωνοσοκοµειακά άτοµα, ενώ το ποσοστό αυτό αυξάνει σε νοσηλευόµενους ασθενείς έως 
και 75% (Seifert et al. 1997). Τα χέρια του ιατρικού και παραϊατρικού προσωπικού 
θεωρούνται φορείς µέσω των οποίων γίνεται η διασπορά του επιδηµικού µικροβίου στους 
ασθενείς. Τέλος αξίζει να αναφερθεί και η αποµόνωση του Α.baumannii από την 
επιδερµίδα ζώων ως αιτιολογικός παράγοντας λοίµωξης (σκύλου, γάτας και αλόγου). Δεν 
υπάρχει όµως εµπεριστατωµένη µελέτη που να αφορά την φυσιολογική χλωρίδα του 
δέρµατος των ζώων (Gillespie & Hawkey 2006) Στο νοσοκοµείο δεδοµένου ότι το υγρό 
περιβάλλον ευνοεί την ανάπτυξη του, αποµονώνεται συχνά από διάφορα νοσηλευτικά και 
υγειονοµικά υγρά. Επίσης το Α.baumannii έχει αποµονωθεί από ενδοτραχειακές 
συσκευές, αναπνευστήρες, οξύµετρα, λαρυγγοσκόπια, αντλίες έγχυσης, πιεσόµετρα, 
περιχειρίδες, ακόµα και γάζες, αντισηπτικά διαλύµατα και απορρυπαντικά (Bergogne-
Berezin & Towner, 1996). 
 
Ιγ. Ταξινόµηση- Φυλογενετικό δέντρο 
Υπήρξε µεγάλη δυσκολία στο διαχωρισµό των ειδών µε φαινοτυπικές µεθόδους 
(Dijkshoorn et al. 1993, Gerner-Smidt et al. 1991). Συνεπώς προτάθηκε ο µοριακός 
καθορισµός των ειδών, χαρτογραφώντας το γενετικό υλικό. Ως µικροβιακό είδος ορίζεται 
το σύνολο των στελεχών µε τουλάχιστον 70% DNA-DNA οµολογία και µε µέγιστη 
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διαφορά 5 οC στη θερµοκρασία αποδιάταξης του DNA (Τm) (Wayne et al. 1987). 
Η µέθοδος διαχωρισµού που έγινε γενικότερα αποδεκτή είναι ο υβριδισµός των 
νουκλεϊνικών οξέων (DNA-DNAhybridization) (Wayne et al. 1987) η οπoία και απέδειξε 
την ετερογένεια του γένους Acinetobacter (Johnson et al. 1970). Μόνο τα είδη 
A.calcoaceticus και A.lwoffii, όπως προαναφέραµε είχαν συµπεριληφθεί στον επίσηµο 
κατάλογο των µικροβιακών ονοµάτων (Approved Lists of Bacterial Names) και µόνο ένα 
είδος είχε περιγραφεί στο Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology του 1980 
(Approved Lists of Bacterial Names) (Skerman et al. 1980). Στην πρώτη ταξινόµηση που 
έγινε από Tjernberg και Ursing (1989), και παρά τις µικρές ασυµφωνίες µεταξύ 
διαφορετικών εργαστήριων, ταυτοποιήθηκαν 19 DNA-DNA οµόλογες οµάδες 
(genomicspecies), εκ των οποίων 7 ονοµατίστηκαν µε συµβατικά  ονόµατα (A. 
calcoaceticus, A. baumannii, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii, A. lowffii και A. 
radioresistens) ενώ τα υπόλοιπα πήραν το όνοµά τους από αριθµούς. 
Σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί 32 γενοµικά είδη (genomic species) του Acinetobacter, 
από τα οποία τα 25 έχουν συµβατικά ονόµατα, ενώ τα υπόλοιπα χαρακτηρίζονται από 
αριθµούς. Τέσσερα από τα παραπάνω είδη του πίνακα και συγκεκριµένα το A. 
calcoaceticus, το A. baumannii, το Acinetobacter genomic species 3 και το Acinetobacter 
genomic species 13TU είναι τόσο όµοια πού δεν µπορούν εύκολα να διαχωριστούν µε 
φαινοτυπικές διαδικασίες. Έχει δε προταθεί να αναφερόµαστε οµαδικά σε αυτά τα είδη ως 
A.calcoaceticus – A. baumannii complex (Gerner-Smidt et al. 1991). Αξίζει να αναφερθεί 
ότι αυτό το group είναι υπεύθυνο για την πλειοψηφία των κλινικών εκδηλώσεων που 
οφείλονται στον συγκεκριµένο µικροοργανισµό. 
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εικόνα 2: Φυλογενετική ανάλυση  173 στελεχών Acinetobacter (Diancourt et al. 2010) 
 Πιο συγκεκριµένα από αυτό το group, το Α. baumannii είναι το υπεύθυνο παθογόνο 
για τις περισσότερες λοιµώξεις (Bouvet et al, 1987). Σε ανάλογη µελέτη (Seifert et al, 
1993) από τα 584 στελέχη Acinetobacter που αποµονώθηκαν από 420 ασθενείς σε 12 
διαφορετικά νοσοκοµεία και σε χρονικό διάστηµα 12 µηνών, τα 426 (72,9%) ήταν A. 
baumannii, εκ των οποίων τα 208 αποµονώθηκαν από το αναπνευστικό, 113 από τους 
κεντρικούς φλεβικούς καθετήρες, τα 70 από τραύµατα και τα υπόλοιπα 35 από διάφορες 
άλλες πηγές. 
Στον Πίνακα 1 που ακολουθεί, φαίνονται τα κυριότερα είδη Acinetobacter µε 
τροποποιήσεις που έχουν προταθεί για τα είδη Acinetobacter genomics species 3 και 








Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
18	  



























(aΗ ονοµασία αυτή έχει προταθεί αλλά δεν έχει επίσηµα κατατεθεί στην Ταξινόµηση 
του µικροβίου –Μαιος 2011). 
 
Species Genomic species Type of 
reference strain 
A. baumannii 2  ATCC19606T 
A.baylyi  DSM14961T 
A. beijerinckii  NIPH 838T 
A. bereziniae 10 ATCC17924 
A. bouvetii  DSM14964T 
A. calcoaceticus 1 ATCC23055T 
A. gerneri  DSM14967T 
A. grimontii  DSM14968T 
A. guillouiae 11 ATCC 11171T 
A. gyllenbergii  NIPH384T 
A. haemolyticus 4 ATCC17906T 
A. johnsonii 7 ATCC17909T 
A. zunii 5 ATCC17908T 
A. lwoffii 8/9 ATCC15309T 
A. parvus  NIPH384T 
A. radioresistens 12 IAM13186T 
A. schindleri  NIPH1034T 
A. soli  KCTC 22184T 
A. tandoii  DSM14970T 
A. tjernbergiae  DSM14971T 
A. towneri  DSM14962T 
A. ursingii  NIPH137T 
A. venetianus  ATCC31012 
A. pittiia 3 ATCC19004 
 6 ATCC17979 
A. nosocomialis 13TU ATCC17903 
 13BJ, 14TU ATCC17905 
 14BJ CCUG14816 
 15BJ SEIP23.78 
 15TU M 151a 
 16 ATCC17988 
 17 SEIPAc87.314 
 Between 1 and 3 
Close to 13TU 
10095 
10090 
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1. Αυτοµατοποιηµένες τεχνικές:  
Τα περισσότερα σύγχρονα εργαστήρια χρησιµοποιούν για την ταυτοποίηση των 
µικροοργανισµών αυτοµατοποιηµένα συστήµατα. Οι αλγόριθµοι και οι βάσεις δεδοµένων 
που χρησιµοποιούνται για την ανάλυση των αποτελεσµάτων στηρίζονται σε πρότυπα 
µικροβιακά στελέχη µε γνωστές βιοχηµικές ιδιότητες, υπό βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξης. 
Ένα από τα πιο γνωστά συστήµατα είναι το σύστηµα VITEK® 2 (bioMerieux, Inc., Βόρεια 
Καρολίνα, ΗΠΑ). Άλλα συστήµατα είναι το ΑPI 20 NE, το Phoenix  και το MicroScan 
Walkaway system. Παρόλη την ευκολία στη χρήση τους και την αµεσότητα στο 
αποτέλεσµα (VITEK® 2 δίνει αποτέλεσµα σε λιγότερο από 10 h) η ταυτοποίηση του 
Acinetobacter από αυτά τα συστήµατα παραµένει προβληµατική. Αυτό εξηγείται λόγω της 
περιορισµένης βάσης δεδοµένων των συστηµάτων για το συγκεκριµένο µικροοργανισµό 
και δεύτερον λόγω του ότι το υπόστρωµα που χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση του 
µικροοργανισµού δεν είναι προσαρµοσµένο για τα Acinetobacters. Πιο συγκεκριµένα τα 
τρία  στελέχη του A.calcoaceticus - A. baumannii complex δεν µπορούν να διαχωριστούν 
µε τα υπάρχοντα συστήµατα. Έτσι το A. baumannii, το Acinetobacter genomic species 3,  
και το Acinetobacter genomic species 13TU ταυτοποιούνται από τα συστήµατα αυτά ως A. 
baumannii, γεγονός που τονίζει ακόµα µια φορά τη στενή συγγένεια αυτών των στελεχών. 
Η ταυτοποίηση αυτών των στελεχών προτείνεται να αναφέρεται ως A. baumannii group. H 
αναγκαιότητα της διάκρισης των ειδών του Acinetobacter έχει αµφισβητηθεί κατά καιρούς. 
Η σηµασία της έγκειται στους εξής δύο λόγους. Όλα τα στελέχη του Acinetobacter δεν 
ευθύνονται στο ίδιο ποσοστό  για κλινικές λοιµώξεις. Κύριοι υπεύθυνοι είναι το  A. 
baumannii group, οπότε οποιοδήποτε άλλο στέλεχος αποµονωθεί  αποτελεί επιδηµιολογικά 
κάτι σηµαντικό. Για τους ίδιους επιδηµιολογικούς λόγους αναφέρουµε ότι τα υπόλοιπα 
στελέχη Acinetobacter συνήθως είναι ευαίσθητα στα συνήθη αντιβιοτικά και µόνο το A. 
baumannii group αποτελεί θεραπευτική πρόκληση λόγω της πολυναντοχής στα 
αντιβιοτικά.  
     Όσον αφορά τα αποτελέσµατα ταυτοποίησης του VITEK2 έχει παρατηρηθεί υψηλή 
επαναληψιµότητα, σε δείγµατα εντεροβακτηριακών και Gram αρνητικών στελεχών (Ling 
et al. 2001). Το VITEK2 είναι το σύστηµα φαινοτυπικής ταυτοποίησης που 
χρησιµοποιήθηκε και για την παρούσα µελέτη. Αξίζει λοιπόν να αναφερθούν και οι 
περιορισµοί αυτού του συστήµατος. Συγκεκριµένα το VITEK2 δεν µπορεί να 
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χρησιµοποιηθεί σε άµεσα κλινικά δείγµατα και δείγµατα που περιέχουν µικτή χλωρίδα. 
Επίσης, είδη που έχουν περιγραφεί πρόσφατα ή είναι σπάνια ενδέχεται να µη 
συµπεριλαµβάνονται στη βάση δεδοµένων του συστήµατος.  Η κάρτα ταυτοποίησης που 
χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση του Acinetobacter είναι η κάρτα που 
χρησιµοποιείται γενικά για τα Gram αρνητικά (GN).  
 
2. Μοριακές τεχνικές:  
Μέθοδος αναφοράς για την ακριβή ταυτοποίηση του A. baumannii είναι ακόµα και 
σήµερα ο υβριδισµός των νουκλεϊνικών οξέων (DNA-DNA hybridization) (Wayne et al. 
1987). Αρχικά, η γενετική ταυτοποίηση του µικροβίου έγινε µε πολλαπλασιασµό του 
γενετικού υλικού µε PCR και µελέτη του γονιδίου που κωδικοποιούσε την 16S rRNA 
περιοχή. Χρησιµοποιούνται ειδικοί εκκινητές για συντηρηµένες περιοχές έτσι ώστε να 
επιτευχθεί υβριδισµός τους ανεξαρτήτως µικροβιακού είδους. Στη συνέχεια γίνεται 
αλληλούχιση του προϊόντος και ταυτοποίηση της αλληλουχίας σύµφωνα µε µία βάση 
δεδοµένων. Λόγω του ότι αυτή η περιοχή βρίσκεται υπό µεγάλη εξελικτική πίεση, πολύ 
συχνά παρατηρούνται διάφορες µεταλλάξεις στις αλληλουχίες. 
Ειδικά για την ταυτοποίηση του A. baumannii γίνεται η ανίχνευση του γονιδίου 
blaOXA-51 που κωδικοποιεί  την ΟΧΑ-51 οξακιλινάση που ανήκει στη κλάση D των β-
λακταµασών. Το συγκεκριµένο γονίδιο εδράζεται στο χρωµοσωµικό DNA του A. 
baumannii και η ανίχνευσή του γίνεται µε απλή PCR και ειδικούς εκκινητές primers για 
το συγκεκριµένο γονίδιο (Turton et al. 2006). Για αρκετά µεγάλο χρονικό διάστηµα 
θεωρείτο ότι η ανίχνευσή του είναι ειδική για τα A. baumannii και για το λόγο αυτό 
χρησιµοποιήθηκε η ανιχνευσή του στα στελέχη της συλλογής της µελέτης αυτής. Ωστόσο 
στην βιβλιογραφία υπάρχει πρόσφατη αναφορά για µικρό αριθµό στελεχών Acinetobacter 
που φέρουν το γονίδιο blaOXA-51 και δεν είναι A. baumannii (Lee et al. 2009). Για τον 
λόγο αυτό, η ταυτοποίηση των στελεχών της µελέτης µας ως A. baumannii επιβεβαιώθηκε 
µε την ταξινόµηση σε ειδικούς για A. baumannii κλώνους µε την µοριακή επιδηµιολογική 
µέθοδο MLST (ειδικοί για A. baumannii ST-τύποι, περιγράφονται παρακάτω). 
Μία µέθοδος που χρησιµοποιείται για ταυτοποίηση των A baumannii είναι η ανάλυση 
του ενισχυµένου ριβοσωµικού DNA µε περιοριστικά ενζυµα (restriction analysis of 
amplified ribosomal DNA η ARDRA) (Dijkshoorn et al. 1998, Vaneechoutte et al. 1995). 
Η τεχνική αυτή περιλαµβάνει περιοριστική πέψη του ειδικού προϊόντος PCR για το 
γονίδιο που κωδικοποιεί το ριβοσωµικό DNA µε περιοριστικά ένζυµα και σύγκριση των 
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προϊόντων της πέψης µε ηλεκτροφόρηση. Στην τεχνική αυτή αρχικά χρησιµοποιήθηκαν 
δέκα διαφορετικά ένζυµα για την ταυτοποίηση 18 ειδών Acinetobacter και την 
οµαδοποίησή τους σε 20 rDNA σύνολα (Vaneechoutte et al. 1995). Η όλη διαδικασία 
εµφάνισε υψηλή επαναληψιµότητα και ειδικότητα. Ωστόσο για τη διάκριση των 
γενωµικών ειδών 4 (A. haemolyticus) και 7 (A. johnsonii), 5 (A. junii) και 17, 10 και 11 
απαιτείται να συµπληρωθεί η τεχνική µε τις φαινοτυπικές δοκιµασίες παραγωγής 
ζελατινάσης, αιµόλυσης, παραγωγής οξέος από γλυκόζη και ανάπτυξης στους 37 οC.  
Τέλος, άλλη µία τεχνική ταυτοποίησης των Acinetobacter είναι η αλληλούχιση της  
περιοχής µεταξύ των γονιδίων που κωδικοποιούν για 16SrNA και 23SrNA (ITS – 
Intergenic Spacer) (Chang et al. 2005). 
Iε.Τυποποίηση 
 
Οι τεχνικές που χρησιµοποιούνται για να διευκρινιστεί η κλωνικότητα των µικροβιακών 
στελεχών και συνεπώς η πιθανή εµπλοκή τους σε µία υπό διερεύνηση επιδηµία, ορίζονται 
ως «µικροβιακή τυποποίηση». Με τη συγκεκριµένη ορολογία λοιπόν, προσδιορίζουµε µία 
οµάδα µικροβιολογικών τεχνικών η οποία µελέτα τη συγγένεια µεταξύ στελεχών που 
αποµονώθηκαν από ασθενείς οι οποίοι εµπλέκονται σε µια επιδηµία. Επίσης κατατάσσει 
τα στελέχη βάσει της συγγένειας σε κλώνους, τεκµηριώνει την τυχόν κλωνική διασπορά 
του µικροοργανισµού στα κρούσµατα της επιδηµίας και διαχωρίζει τις σποραδικές 
λοιµώξεις από τις επιδηµικές. Η αξιολόγηση µιας τεχνικής τυποποίησης γίνεται µε τα εξής 
κριτήρια: Πρώτον τη δυνατότητα εφαρµογής της τεχνικής σε όλα τα στελέχη. Δεύτερον 
την επαναληψιµότητα. Τρίτον την διακριτική ικανότητα, που εκφράζει την ικανότητα της 
µεθόδου να διακρίνει τους µικροβιακούς κλώνους. Τεταρτον την ευκολία εφαρµογής και 
ερµηνείας των αποτελεσµάτων, ενώ τελικά ελέγχεται πάντα το κόστος εφαρµογής και 
αναπαραγωγής των αποτελεσµάτων. 
Οι φαινοτυπικές µέθοδοι τυποποίησης εµφανίζουν περιορισµούς όπως η µικρή 
διακριτική ικανότητα. Η ανάπτυξη των µοριακών τεχνικών που αφορούν τη µελέτη του 
γενετικού υλικού, σε συνδυασµό µε την πρόοδο της πληροφορικής (βιοπληροφορική), έχει 
οδηγήσει σε µια νέα προσέγγιση στην τυποποίηση και τη µελέτη των επιδηµιολογικών 
σχέσεων των µικροοργανισµών, που βασίζεται στην ανίχνευση, την καταγραφή και την 
αξιολόγηση των διαφορών του γενετικού υλικού των υπό µελέτη µικροοργανισµών. 
Οι µοριακές µέθοδοι τυποποίησης έχουν σαν στόχο τη σύγκριση του γενετικού υλικού 
των µικροβιακών στελεχών που εµπλέκονται σε µια επιδηµία, ιδιαιτέρως δε του 
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χρωµοσώµατός τους και την ανάδειξη των µεταξύ τους γενετικών σχέσεων. Επειδή στο 
µικροβιακό χρωµόσωµα υπάρχουν αλληλουχίες αρκετά συντηρηµένες ώστε να 
χαρακτηρίζουν ένα µικροβιακό είδος ή και γένος, αλλά και αλληλουχίες που 
παρουσιάζουν αρκετά µεγάλη ποικιλοµορφία, οι µέθοδοι που αναλύουν το χρωµόσωµα 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τη µελέτη των φυλογενετικών σχέσεων αλλά και για το 
διαχωρισµό του είδους σε κλώνους µε επιδηµιολογική σηµασία. 
 
1. Μοριακές τεχνικές: 
Mία τεχνική µε ιδιαίτερη διακριτική ικανότητα είναι η ριβοτυπία. Εδώ γίνεται πέψη  του 
γενωµικού DNA µε περιοριστικά ένζυµα και στη συνέχεια αποτύπωση κατά Southern µε 
ειδικούς ανιχνευτές για το ριβοσωµικό 16SRNA και 23SRNA. Με τον τρόπο αυτό 
αναδεικνύεται ο αριθµός των αντιγράφων των γονιδίων του ριβοσωµικού RNA, ο οποίος 
διαφέρει µεταξύ διαφορετικών στελεχών. Η µέθοδος φαίνεται να έχει υψηλή 
επαναληψιµότητα και ειδικότητα για τη διάκριση των ειδών του συµπλέγµατος A. 
calcoaceticus – A. baumannii µε τα περιοριστικά ένζυµα EcoRI, ClaI και SalI. Έχει 
µικρότερη διακριτική ικανότητα από τις µεθόδους PFGE και τις τυποποιητικές µεθόδους 
που βασίζονται στην PCR (Gerner-Smidt et al. 1992). 
Επίσης για την τυποποίηση των ειδών του γένους Acinetobacter έχουν 
χρησιµοποιηθεί και γονίδια βασικού µεταβολισµού “housekeeping genes”. Αυτά είναι 
γονίδια που κωδικοποιούν απαραίτητες πρωτεΐνες για το µεταβολισµό των µικροβίων. 
Τέτοια γονίδια είναι για το Acinetobacter το recA  που κωδικοποιεί τη ρεκοµπινάση A  
(Krawczyk et  al. 2002), το gyrB που κωδικοποιεί τη γυράση B (Yamamoto et  al. 1999), 
το  rpoB που κωδικοποιεί τη β-υποµονάδα της RNA πολυµεράσης (La Scola et al. 2006)  
και το adeB (Huys et al. 2005) που κωδικοποιεί  την AdeB πρωτεϊνική υποµονάδα της 
AdeABC αντλίας εκροής στα Acinetobacter. Η αλληλουχία του κάθε γονιδίου θεωρείται 
αντιπροσωπευτική για κάθε είδος, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα να µελετηθεί η 
φυλογενετική σχέση σχέση µεταξύ των γενωµικών ειδών Acinetobacter. 
Η ταυτόχρονη µελέτη πολλών γονιδίων που κωδικοποιούν κρίσιµες µεταβολικές 
πρωτεΐνες “Housekeeping genes” παράγει αντικειµενικά και επαναλήψιµα αποτελέσµατα 
(MLST- Multi Locus Sequence Typing) (Bartual et al. 2005.) Σε γενικές γραµµές η 
τεχνική περιλαµβάνει την ταυτόχρονη ενίσχυση γονιδιακών θέσεων που ελέγχουν την 
έκφραση σηµαντικών πρωτεϊνών. Στη συνέχεια γίνεται αλληλούχιση των προϊόντων της 
PCR και τελικά κάθε εξεταζόµενο στέλεχος αποκτά έναν κωδικό αριθµό που υποδηλώνει 
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το αλληλόµορφο που διαθέτει για κάθε εξεταζόµενο γονίδιο (αριθµός ST). Τα 
αποτελέσµατα που παράγονται από το MLST φαίνεται να συµφωνούν µε αυτά που 
προκύπτουν από περιοριστική πέψη του µικροβιακού γενώµατος σε µεγάλα τµήµατα και 
ηλεκτροφόρηση σε µεταβαλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE – Pulsed Field Gel 
Electrophoresis) και από την τεχνική AFLP (πολυµορφισµός µήκους πολλαπλασιασµένων 
κλασµάτων, Bartual et al. 2005). Μέχρι στιγµής έχουν περιγραφεί δύο σχήµατα που 
εξετάζουν “Housekeeping  genes”. Το σχήµα Epub-MLST (Bartual et al. 2005) 
παρουσιάζεται αναλυτικά στον παρακάτω πίνακα. 
 
Πίνακας 2: (Bartual et al. 2005) Σχήµα τυποίησης A. baumannii. Το σχήµα µελετά 7 
γονίδια βασικού µεταβoλισµού “Housekeeping genes”. 
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Πολλές ερευνητικές οµάδες δεν µπορούσαν παρόλα αυτά να πάρουν προϊόν  PCR από 
όλα τα στελέχη τους για όλα τα γονίδια του σχήµατος αυτού, κάτι το οποίο αποδόθηκε 
στο ότι κάποιες αλληλουχίες δεν είναι απόλυτα συντηρηµένες και δεν µπορεί να γίνει 
υβριδισµός µε όλους τους εκκινητές. Αυτό ισχύει και για τα στελέχη που µελετήσαµε 
στην Ελλάδα και επίσης αποδόθηκε σε ποικιλοµορφία των γονιδιακών σηµείων στα οποία 
υβριδίζουν οι αλληλουχίες του παραπάνω σχήµατος. Πρόσφατη µελέτη, παρουσιάζει τα 
γονίδια  gpi και gyrB του σχήµατος Bartual µη ειδικά για φυλογενετικές µελέτες λόγω της 
οριζόντιας γονιδιακής µεταφοράς τους (Hamounda et al. 2010).   
Δεδοµένης της ανάγκης αυτής, δηµιουργήθηκε ένα δεύτερο σχήµα από το ινστιτούτο 
Pasteur (Institute Pasteur’s MLST Website, www.Pasteur.fr/mlst) το οποίο εξετάζει τα 
ίδια γονίδια cpn60 (60-Kda chaperonin), gltA (citrate synthase) και recA (homologous 
recombination factor) µε τους ίδιους εκκινητές όπως στο σχήµα του Bartual et al. 2005 
ενώ ταυτόχρονα εισάγει την ανίχνευση των εξής γονιδίων: fusA (elongation factor EF-G), 
pyrG (CTP synthase), rplB (50S ribosomal protein L2) και rpoB (RNA polymerase 
subunit B). Οι εκκινητές αυτών των γονιδίων έχουν σχεδιαστεί από τους Santos και 
Ochman. 
Επίσης, από τους Turton et al (2007), προτείνεται ένα διαφορετικό σχήµα 
τυποποίησης µε χρήση αλληλούχισης, το οποίο βασίζεται στην ανίχνευση και 
ταυτοποίηση τριών γονιδίων, τα οποία µάλιστα δεν ανήκουν στα συντηρηµένα 
(Housekeeping) γονίδια αλλά βρίσκονται υπό εξελικτική πίεση επιλογής (selective 
pressure). Αυτή η τεχνική, εφόσον δίνει τη δυνατότητα να  µελετηθούν περισσότεροι 
πολυµορφισµοί διευρύνει τη διακριτική ικανότητα της µεθόδου σε σχέση µε το σχήµα που 
µελετά τα Housekeeping genes, ενώ ταυτόχρονα έχει το πλεονέκτηµα ότι µπορεί να δώσει 
πληροφορίες σχετικές µε την παθογονικότητα του µικροβίου. Τα γονίδια τα οποία 
µελετούνται σε αυτό το σχήµα είναι το ompA (το οποίο κωδικοποιεί την εξωτερική 
µεµβρανική πρωτεΐνη Α), το csuE (κωδικοποιεί ινίδιο βασικό για τη δηµιουργία του  
biofilm) και το blaOXA-51-like που κωδικοποιεί τη χρωµοσωµική καρβαπανεµάση του Α. 
baumannii. Το σχήµα αυτό είναι πιο απλό στην υλοποίηση του καθώς αφορά 3 µόλις 
γονίδια ενώ χαµηλώνει αισθητά και το κόστος υλοποίησης της τεχνικής και περιγράφεται 
ως ST (sequence typing) ή 3LST (3-loci sequence typing). Η βάση δεδοµένων η οποία 
αφορά το σχήµα της Turton et al. προσφέρει πολύτιµες πληροφορίες σε σχέση µε το τι 
έχει προκύψει µέχρι σήµερα επιδηµιoλογικά www.hpa-
bioinformatics.org.uk/AB/home.php. 
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Πίνακας 3: (Turton et al. 2007). Το σχήµα µελετά 3 γονίδια. Είναι πολύ σηµαντικά 
και τα τρία για την οµαλή λειτουργία του µικροβιακού κυττάρου ωστόσο δεν αποτελουν 
Housekeeping genes. 




























ompA OmpAF183, 5’-CAATTGTTATCTCTGGAG 
OmpAR1149,5’-ACCTTGAGTAGACAAACGA-
3’ 
Internal primers (sequencing):  
OmpAF506,5’-TCAACGGTAACTTCTAT-3’  
OmpAR895,5’-CTTCAGTTAACTCTTGTGG-3’ 

































blaOXA-51-like OXA-51-like-all F, 5’-ATGAACATTAAAGCACTC-3’  
OXA-51-like-all R, 5’-
CTATAAAATACCTAATTGTTC-3’ 
Internal primers:  















Παρόλη την εξέλιξη των µοριακών τεχνικών MLST και ST, µέθοδος αναφοράς στην 
τυποποίηση των µικροβίων παραµένει η PFGE (Πέψη Χρωµοσωµικού DNA σε Μεγάλα 
Τµήµατα και ηλεκτροφόρηση σε µεταβαλλόµενο πεδίο. Η τεχνική αυτή βοηθά στην 
κατανόηση της επιδηµιολογίας των µικροβίων ενώ τα πλεονεκτήµατά της είναι η 
διακριτική ικανότητα, η επαναληψιµότητα και η ειδικότητα. Μειονεκτήµατα της τεχνικής 
αποτελούν το κόστος, ο χρόνος καθώς και  η ιδιαίτερη τεχνογνωσία που απαιτεί για την 
εφαρµογή της. Συνοπτικά, γίνεται η λύση του κυτταρικού τοιχώµατος καθώς και η πέψη 
του γενωµικού DNA in situ ενώ το µικρόβιο ενσωµατώνεται σε γέλη αγαρόζης. Η 
διαδικασία αυτή γίνεται για να µην προκληθούν µη ειδικές κατατµήσεις στο DNA. Στη 
συνέχεια το προϊόν που προέκυψε από την πέψη, η γέλη αγαρόζης, ηλεκτροφορείται εντός 
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µεταβαλλόµενου ηλεκτρικού πεδίου. Το πρότυπο των ζωνών που προκύπτει συγκρίνεται 
µε τα υπόλοιπα στελέχη της µελέτης ώστε να βρεθεί ενδεχόµενη γενετική σχέση (Allardet-
Servent et al. 1989). Το πρωτόκολλο RFLP-PFGE για A. baumannii το οποίο είναι κοινά 
αποδεκτό και τα αποτελέσµατα είναι επαναλήψιµα και συγκρίσιµα µεταξύ διαφορετικών 
εργαστηρίων είναι αυτό που προτείνεται από τους Seifert et al. 2005. 
Η ανάλυση των αποτελεσµάτων επιβάλλει και την καθιέρωση κοινών κριτηρίων έτσι 
ώστε η τεχνική να είναι αξιολογήσιµη από διάφορα εργαστήρια. Τα κριτήρια ανάλυσης 
των δεδοµένων από RFLP-PFGE είναι τα κριτήρια του Tenover et al. 1995. Τα κριτήρια 
αυτά αναφέρουν: 
α) Το κοινό πρότυπο των ζωνών που επιδεικνύουν τα περισσότερα από τα στελέχη της 
συλλογής θεωρείται το επιδηµικό προφίλ. Υπάρχει µικρή πιθανότητα αυτά τα στελέχη  να 
επιδείξουν διαφορετικό πρότυπο  άλλη τεχνική τυποποίησης. 
β) Στελέχη που διαφέρουν σε 2-3 ζώνες θεωρούνται στενώς σχετιζόµενα µε το 
επιδηµικό προφίλ. Οι διαφορές αυτές µπορεί να προκύψουν από: σηµειακή µετάλλαξη, 
εισδοχή ή διαγραφή νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, που προκάλεσαν δηµιουργία ή 
απαλοιφή ακολουθίας αναγνώρισης από το αντίστοιχο περιοριστικό ένζυµο. Mετά από 
επαναλαµβανόµενες ανακαλλιέργειες αναφέρεται  ότι έχουν παρατηρηθεί τέτοιου είδους 
διαφορές  στο ίδιο στέλεχος (Sader et al. 1993). 
γ) Στελέχη που διαφέρουν σε 4-6 ζώνες θεωρούνται πιθανώς σχετιζόµενα µε το 
επιδηµικό προφίλ και προκύπτουν από δύο ανεξάρτητα γενετικά συµβάντα. Τα στελέχη 
αυτά είναι λιγότερο πιθανό να σχετίζονται επιδηµιολογικά και συνήθως τέτοιες διαφορές 
παρατηρούνται σε µεγάλες συλλογές από άποψη δειγµάτων ή χρονικού διαστήµατος. 
Επίσης, µπορούν να παρουσιάσουν διαφορετικό πρότυπο µε άλλη τεχνική τυποποίησης. 
δ) Στελέχη που διαφέρουν σε ποσοστό 50% των παρατηρούµενων ζωνών θεωρούνται 
µη σχετιζόµενα µε το επιδηµικό προφίλ.    
Δύο άλλες τεχνικές τυποποίησης που χρησιµοποιούνται τελευταία αλλά έχουν 
περιγραφεί αρκετό καιρό πριν είναι η µελέτη του πολυµορφισµού διαδοχικών 
επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του γονιδιώµατος (Multilocus variable number of 
tandem repeat analysis - MLVA) και η Diversi lab typing (ανάλυση µε PCR 
επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών). Σε µια τυπική ανάλυση MLVA µια σειρά από καλά 
επιλεγµένες και συντηρηµένες γενετικές θέσεις (από άποψη µεταλλάξεων και 
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πολυµορφίας) που περιέχουν επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες ενισχύονται µε PCR, έτσι 
ώστε το µέγεθος της κάθε θέσης (τόπος, locus) να µπορεί να µετρηθεί. Από αυτό το 
µέγεθος, µπορεί να υπολογιστεί ο αριθµός των επαναλαµβανόµενων 
αλληλουχιών. Συνεπώς και σε αυτή την περίπτωση προκύπτει ένας αριθµός ταυτότητα ο 
οποίος θα έχει τόσα ψηφία όσα οι γονιδιακοί τόποι των οποίων επιλέχθηκαν να µετρήσουν 
τον αριθµό των επαναλήψεων τους στο γονιδίωµα του στελέχους και κάθε ψηφίο θα 
αντανακλά τον αριθµό επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών σε κάθε τόπο. Ο κωδικός που 
προκύπτει µπορεί να συγκριθεί εύκολα σε βάσεις δεδοµένων αναφοράς. Πιο συγκεκριµένα 
για το A. baumanni ένα σχήµα µε αρκετά καλά αποστελέσµατα προτείνει τον έλεγχο 8 
γονιδιακών τόπων MLVA-8. Οι 4 περιοχές είναι απο 26 έως 99 bp ενώ οι υπόλοιπες 
τέσσερις είναι από 6 έως 9 bp και ονοµάζονται L(Large) και S(Small) Repeats ή 
επαναλήψεις αντίστοιχα (Pourcel et al. 2011). Τα πλεονεκτήµατα της τεχνικής αυτής είναι 
το χαµηλό κόστος υλοποίησής της, η ευκολία αναπαραγωγής των αποτελεσµάτων και 
πρωτίστως η µεγάλη διακριτική της ικανότητα. Η τεχνική χρησιµοποιείται για τη γενετική 
ανάλυση παθογόνων βακτηρίων η οποία εκµεταλλεύεται τις δυνατότητες του 
πολυµορφισµού των παράλληλα επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών DNA. Ιδιαίτερα στις 
περιοχές S(small, µικρές) Repeats (9bp) που εξετάζονται, οι πολυµορφισµοί που µπορούν 
να παρατηρηθούν είναι πολλοί. 
Το σχήµα Diversi-lab πρόκειται για µία αυτοµατοποιηµένη τεχνική τυποποίησης η 
οποία βασίζεται στην Rep PCR (repetitive-sequence-based PCR). Το πλεονέκτηµα της 
µεθόδου αυτής είναι ο χρόνος υλοποίησης, µόλις µία ηµέρα, ενώ δεν χρειάζεται και υψηλά 
ειδικευµένο προσωπικό. Η τεχνική έχει χρησιµοποιηθεί σε αρκετά µικρόβια χωρίς να έχει 
αναµενόµενα αποτελέσµατα για όλα τα στελέχη. Όσον αφορά το A. baumannii τα 
αποτελέσµατατης τυποποίησης που προκύπτουν είναι ικανοποιητικά σε σύγκριση µε τις 
άλλες τεχνικές (Fluit et al. 2010). 
Τελευταία χρησιµοποιείται όλο και περισσότερο η ανάλυση ολόκληρου του 
γονιδιώµατος του µικροβίου και η συγκριτική ανάλυση αυτού µε άλλα στελέχη (whole	  
genome sequencing WGS). H τεχνική αυτή εφαρµόστηκε αρχικά για την ανάλυση των 
διαφόρων γονιδιακών πολυµορφισµών, οι οποίες παρατηρούνταν ακόµα και σε στελέχη 
του ιδίου κλώνου ώστε να µελετηθεί ακόµα περισσότερο ο τρόπος µεταφοράς τους. Η 
συγκριτική ανάλυση γενωµικού DNA επιδηµικών στελεχών A. baumannii απεκάλυψε 
διαφορές στην δοµή του ακόµα και σε στελέχη που ανήκουν στον ίδιο PFGE ή ST τύπο 
ενώ καθόρισε την γονιδιακή δεξαµενή των στελεχών διακρίνοντας το core και το 
accessory γονιδίωµα. Για πολλά στελέχη έχει ήδη πραγµατοποιηθεί αλληλούχιση του 
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γονιδιώµατος το οποίο οποίο είναι υπέυθυνο για τους µηχανισµούς αντοχής στις διάφορες 
κατηγορίες αντιβιοτικών. Το γονιδίωµα αυτό ορίζεται πλέον στην διεθνή βιβλιογραφία ως 
Resistome. Τέλος η διενέργεια WGS σε στελέχη τα οποία ανήκουν στον ίδιο διεθνή κλώνο 
lineage ΙΙ απεκάλυψε αρκετές διαφορές σε γονίδια τα οποία κωδικοποιούν πρωτείνες 
υπέυθυνες για το κυτταρικό τοίχωµα (Adams et al. 2010, Zarrilli et al. 2011, Di Nocera et 
al. 2011, Snitkin et al. 2011, Hornsey et al. 2011). Αυτές οι διαφορές οφείλονται στην 
οριζόντια µεταφορά γονιδίων µεταξύ επιδηµικών και µη επιδηµικών στελεχών. Είναι 
γεγονός ότι η περαίτέρω βελτίωση της συγκεκριµένης τεχνικής καθώς και η µείωση του 
κόστους της θα την καθιερώσει ώς µέθοδο αναφοράς της µικροβιακής τυποποίησης 




Οι λοιµώξεις από A. baumannii αποτελούν ένα ουσιαστικό πρόβληµα για πολλά κράτη 
της Ευρώπης. Μέχρι το 1980 είχαν µελετηθεί και τυποποιηθεί µε τη χρήση µοριακών 
τεχνικών αρκετά στελέχη, σε χώρες όπως η Αγγλία, η Ολλανδία, η Γερµανία, η Ιταλία και 
η Ισπανία. Η µετακίνηση ασθενών, οι οποίοι είναι φορείς ανθεκτικών στελεχών, σε 
διάφορα νοσοκοµεία µέσα στην ίδια τη χώρα ή και εκτός, φάνηκε ότι αποτελεί τον κύριο 
τρόπο διασποράς τους. Αυτό επιβεβαιώνεται και από τη βιβλιογραφία. Σε 9 νοσοκοµεία 
της Ισπανίας ταυτοποιήθηκαν  στελέχη  A. baumannii µε τον ίδιο φαινότυπο αντοχής στην 
αµικασίνη (Vila et al. 1999), ενώ σε ένα σύνολο 55 ιατρικών κέντρων στη Βόρεια και 
Νότια Γαλλία (Naas et al. 2006) ταυτοποιήθηκαν στελέχη που παράγουν ένζυµα VEB-1. 
Σηµαντικό ρόλο προς αυτήν την κατεύθυνση έχει παίξει και η αεροµεταφορά ασθενών 
εκτός συνόρων, η οποία συνεπάγεται εισροή ανθεκτικών στελεχών από χώρες µε υψηλά 
ποσοστά αποµόνωσης σε χώρες µε χαµηλά ποσοστά όπως η Γερµανία και το Βέλγιο. Όλα 
αυτά επισηµαίνουν την αναγκαιότητα της επιδηµιολογικής επιτήρησης. Τα 
πολυανθεκτικά στελέχη A. baumannii θα πρέπει να καταγράφονται, ενώ η µετακίνησή 
των φορέων ασθενών θα πρέπει να γίνεται σε εξειδικευµένα  κέντρα υποδοχής 
περιορίζοντας µε αυτό τον τρόπο την διασπορά των στελεχών.  
Ο κύριος σκοπός της τυποποίησης των µικροβίων είναι να αποδείξει τη γενετική 
σχέση µεταξύ επιδηµιολογικά σχετιζόµενων στελεχών. Έτσι γίνεται αντιληπτός ο τρόπος 
διασποράς ενός παθογόνου µικροοργανισµού και αυτό φυσικά συµβάλλει στη µελέτη  
περιορισµού του φαινοµένου. Στελέχη τα οποία ανήκουν στον ίδιο κλώνο έχουν τον ίδιο 
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γονότυπο, ενώ στελέχη µη σχετιζόµενα έχουν συνήθως διαφορετικό. 
Οι πιο σηµαντικές τεχνικές τυποποίησης σήµερα είναι οι µοριακές τεχνικές. 
Προσφέρουν επαναληψιµότητα και δυνατότητα σύγκρισης των αποτελεσµάτων µε άλλα 
εργαστήρια, ενώ προσδίδουν ακρίβεια και καλή διακριτική ικανότητα.  
Στην Ευρώπη η τυποποίηση των A. baumannii µε µοριακές τεχνικές AFLP, ριβοτυπία 
PFGE και πρόσφατα MLST, έχει αναδείξει την ύπαρξη τριών κύριων Ευρωπαϊκών 
κλώνων (EU I, II και ΙΙΙ) (Dijkshoorn et al. 1996). Μέχρι σήµερα δεν έχει ανευρεθεί 
κάποια χρονολογική ή επιδηµιολογική συσχέτιση στο χώρο που να επεξηγεί  την 
επικράτηση των τριών αυτών ευρωπαϊκών κλώνων (Peleg et al. 2008). Συνεπώς η 
συµβολή τους στο γενικό φορτίο των επιδηµικών στελεχών είναι κάτι που χρήζει 
περεταίρω διερεύνησης. Οι Ευρωπαϊκοί κλώνοι, λόγω της επιδηµικής διασποράς τους και 
της συσχέτισής τους µε λοιµώξεις, όχι µόνο στην Ευρώπη αλλά και σε ολόκληρο τον 
κόσµο έχουν πλέον µετονοµαστεί σε διεθνείς κλώνους («international clones» ή αλλιώς 
clonal complexes, CC). Έτσι οι Ευρωπαϊκοί κλώνοι (EU) I, II και ΙΙΙ ορίζονται πλέον ως 
CC 1, 2 και 3 αντίστοιχα. Δεδοµένης της συνεχούς αναβάθµισης των δεδοµένων της 
τυποποίησης αξίζει να αναφέρουµε και την ύπαρξη άλλων όχι τόσο συχνά 
συναντούµενων κλώνων όπως οι CC 10 και 32 (Diancourt et al. 2010). Σε κάθε κλώνο 
αντιστοιχούν και συγκεκριµένοι ST τύποι. Ο ST αριθµός είναι αριθµός-ταυτότητα για 
κάθε στέλεχος. Κάθε αριθµητικό ψηφίο του ST αντιστοιχεί στον αριθµό του αλληλίου 
που διαθέτει το συγκεκριµένο στέλεχος για το συγκεκριµένο γονίδιο (κάθε αλλήλιο που 
κατατίθεται στη βάση δεδοµένων του συστήµατος παίρνει έναν αριθµό). Συνεπώς κάθε 
αριθµός ST διαθέτει 7 νούµερα, ο συνδυασµός των οποίων αντιστοιχεί στον αριθµό-
ταυτότητα ST. Όταν η τυποποίηση γίνεται µε το σχήµα της Turton et al. 2007 αυτό 
σηµαίνει ότι ο αριθµός ST θα αποτελείται από τρία νούµερα, ισάριθµα µε τα γονίδια που 
εξετάζει το συγκεκριµένο σχήµα. Στην βιβλιογραφία είχε επικρατήσει να αναφέρουµε τον 
αριθµό ταυτότητα από το σχήµα της Turton ως 3ST, ώστε να είναι σαφής η διάκριση µε 
τα άλλα σχήµατα. Πλέον όµως η αναθεωρηµένη βάση δεδοµένων της Τurton προτείνει 
επίσης ο αριθµός ταυτότητα να αναφέρεται ως ST ορίζοντας διαφορετικό τρόπο 
αρίθµησης των τύπων (τριψήφιο- µε το πρώτο ψηφίο να προσδιορίζει το ST group). Είναι 
γεγονός ότι µπορεί να προκληθεί σύγχυση στις αριθµήσεις ST ειδικά µε τα δύο σχήµατα 
των 7 γονιδίων. Μέχρι στιγµής, σύµφωνα µε το σχήµα του Pasteur έχουν τυποποιηθεί 193 
ST τύποι ενώ µε το σχήµα του Bartual et al 301. Από τη βάση δεδοµένων της Turton και 
το 3ST σχήµα αυτό που προκύπτει από την επίσηµη βάση δεδοµένων είναι η αναγνώριση 
7 sequence groups, ενώ στελέχη που δεν έχουν σχηµατίσει επιδηµικούς κλώνους 
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χαρακτηρίζονται µόνο από τον αριθµό-ταυτότητάς τους. 
 Αναλυτικότερα, όσον αφορά το σχήµα Pasteur το CC1 περιλαµβάνει τους ST 1, 7, 8 
και 19, το CC2 τους ST 2, 45 και 47, το CC3 τους ST 3 και 14, το CC10 τους ST 10 και 
23 και τo CC32 τους ST 32, 28 και 53. Tα στοιχεία αυτά συνεχώς ανανεώνονται, 
δεδοµένης της γενετικής ποικολοµορφίας των στελεχών. Ενώ η διασπορά των CC1, CC2 
και CC3 είναι ευρεία και παγκόσµια το CC32 εντοπίζεται προς το παρόν στις 
Σκανδιναβικές χώρες Δανία και Σουηδία, το CC10 στην Τσεχία, Ολλανδία και Αυστραλία 
και ο ST15 Αργεντινή, Τσεχία και Ολλανδία (Diancourt et al. 2010). 
Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται οι πιο σηµαντικοί κλώνοι που κυριαρχούν σε 
παγκόσµιο επίπεδο, καθώς και η αντιστοίχισή τους στις διάφορες τεχνικές τυποποίησης.  
Clonal lineage 
AFLP Pasteur’s MLST** 
PubMLST 3LST* 
I CC1  CC109 (18) SG2 
II CC2  CC92 (45) SG1 
III CC3  CC110 (8) SG3 
 ST25  SG4 
Cluster A CC15  CC103 (6) SG5 
 ST78  SG6 
SG7 
Cluster B CC10   Allelic 
profile 3/2/8  
Cluster 6 CC32     
Cluster C ST52    
 CC79 (11) CC113 (18)   
CC: clonal complex, ST: sequence type, SG: sequence group, WW: world wide clone 
*SG  (Sequence Group) 
Το Sequence Group 1 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 100 έως 199 . 
Το Sequence Group 2 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 200 έως 299. 
Το Sequence Group 3 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 300 έως 399. 
Το Sequence Group 4 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 400 έως 499 
Το Sequence Group 5 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 500 έως 599 
Το Sequence Group 6 αντιστοιχεί στους ST τύπους από 600 έως 699 
Το Sequence Group 7 αντιστοιχεί στους ST τύπους απο 700 έως 799 
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Στο παρακάτω Eburst διάγραµµα φαίνονται αναλυτικά οι ST τύποι οι οποίοι περικλείονται 
σε κάθε σε κάθε CC κλώνο, σύµφωνα µε το σχήµα του Pasteur.
 
Τα ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη A. baumannii είναι ένα πολύ σηµαντικό 
ζήτηµα παγκοσµίως και είναι αρκετά δύσκολο ακόµα και σήµερα να υπολογιστεί το 
ποσοστό αποµόνωσής τους σε ορισµένα κράτη. Σε ευρωπαϊκό επίπεδο, η Τουρκία, η 
Ελλάδα, η Ισπανία και η Ιταλία κατέχουν τα υψηλότερα ποσοστά αποµόνωσης 
ανθεκτικών στελεχών, ενώ αντίθετα χαµηλά ποσοστά έχουν η Γερµανία και η Ολλανδία. 
Στην ανατολική Ευρώπη φαίνεται πως τα ποσοστά αυτά αυξάνονται ενώ χαµηλά 
διατηρούνται στις Σκανδιναβικές χώρες, παρόλο που και εκεί πλέον έχουµε την δήλωση 
σποραδικών κρουσµάτων κυρίως λόγω της µεταφοράς ασθενών από περιοχές υψηλής 
ενδηµικότητας (Peleg et al. 2008). Σε  µία µελέτη, η οποία περιλαµβάνει στοιχεία από 48 
Ευρωπαϊκές χώρες και αφορά την περίοδο 2002 µε 2004, αναφέρεται πως 73,1% των 
αποµονωθέντων A. baumannii ήταν ευαίσθητα στη µεροπενέµη και 69,8% ευαίσθητα 
στην ιµιπενέµη (Unal et al 2005). Τα ποσοστά ευαισθησίας στα υπόλοιπα αντιβιοτικά 
παρουσιάζονται εξαιρετικά χαµηλά (32,4%, 34%, 47,6% σε κεφταζιδίµη, σιπροφλοξασίνη 
και γενταµικίνη αντίστοιχα). Αξίζει να αναφερθεί επίσης η ύπαρξη ανθεκτικών στελεχών 
στην πολυµυξίνη, τα ποσοστά των οποίων παραµένουν χαµηλά. Τα περισσότερα 
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πολυανθεκτικά στελέχη και κατ’ επέκταση η πλειοψηφία των στελεχών ανήκουν στους 
τρείς διεθνείς κλώνους CC 1, 2 και 3 (Diancourt et al. 2010). Ωστόσο η γενετική 
ποικιλοµορφία  που έχει παρατηρηθεί σε στελέχη ακόµα και του ιδίου κλώνου, 
υποδηλώνει σαφώς την ανάγκη διεύρυνσης των κατηγοριών αυτών και την δηµιουργία 
νέων υποτύπων. Η τεχνική MLST χρησιµοποιείται για την τυποποίηση A. baumannii, δεν 
µπορεί όµως να εκτιµήσει την γενετική δοµή των ειδών γενικότερα και των διεθνών 
κλώνων ειδικότερα (Diancourt et al. 2010).  
Τα υψηλότερα ποσοστά αποµόνωσης ανθεκτικών στις καρβαπενέµες A. baumannii 
εντοπίζονται στις χώρες της Λατινικής Αµερικής, ενώ ελλιπή παρουσιάζονται τα 
δεδοµένα από την Αφρικανική ήπειρο, λόγω  περιορισµένης χρήσης µοριακών τεχνικών 
και έλλειψης συγκροτηµένου προγράµµατος επιδηµιολογικής επιτήρησης. 
Αναπτυσσόµενες χώρες όπως το Μαρόκο, η Ταιλάνδη, η Ινδία και η Ινδονησία 
παρουσιάζουν επίσης περιστατικά λοιµώξεων από ανθεκτικά στις καρβαπενέµες A. 
baumannii (Zarrilli et al. 2009). Η Κίνα σε µία πολύ ενδιαφέρουσα µελέτη σε βάθος 
δεκαετίας, µε στελέχη από 11 πανεπιστηµιακά νοσοκοµεία επιβεβαιώνει την κλωνική 
διασπορά του µικροβίου και την παρουσία της OXA-23 ως της επικρατέστερης 
καρβαπανεµάσης. Η έρευνα αφορά 221 ιµιπενέµη-ανθεκτικά στελέχη (Wang et al. 2007). 
Σε αντίστοιχη µελέτη στην Αυστραλία µελετώντας την εξελικτική πορεία των στελεχών 
A. baumannii, επισηµαίνεται η επικράτηση του ST92 τον οποίο ορίζει και ως CC92 
(ταυτοποίηση µε βάση το σχήµα Bartual). Το ST92  ή CC92 ανήκει ουσιαστικά στον ΕU 
clone II. Αντίστοιχα, δεκαετής µελέτη από την Πορτογαλία η οποία αφορά ανθεκτικά τις 
καρβαπενέµες στελέχη από το 1998 έως το 2009, παρουσιάζει την επικράτηση του EU II 
(DaSilva et al. 2010), η οποία επιβεβαιώνεται και σε ποσοσστό 47,5%  από δεκαετή 
µελέτη των Ισπανών (Villalon et al. 2011). Όλες αυτές οι µελέτες επισφραγίζουν 
ουσιαστικά το αποτέλεσµα της µελέτης του 2009 που αφορά στελέχη από ολόκληρη την 
µεσόγειο, η οποία εκτός την επικράτηση του CC2 παρουσιάζει και την OXA-58 ως 
επικρατέστερη καρβαπανεµάση στα ανθεκτικά στελέχη (Giannouli et al. 2009). Στη 
γειτονική Βουλγαρία κυριότερη καρβαπανεµάση στα ανθεκτικά στελέχη είναι η ΟΧΑ-58 
και η ΟΧΑ-23 µε την τελευεταία να επικρατεί (Stoeva et al. 2011), ενώ µελέτη 
επιβεβαιώνει την ύπαρξη ΟΧΑ-72 στην Κροατία (Goic-Barisic et al. 2011). Στην 
Πολωνία η αντοχή των στελεχών A. baumannii στις καρβαπενέµες φαίνεται να οφείλεται 
στην επικάτηση του ευρωπαικού κλώνου CC2 (Izdebski R et al. 2012). Μελέτη από τη 
Νορβηγία επιβεβαιώνει τα χαµηλά ποσοστά αποµόνωσης πολυανθεκτικών στελεχών. Από 
το 2004-2009 αποµονώθηκαν στην Νορβηγία 11 ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη. 
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Είναι αξιοσηµείωτο ότι όλοι οι ασθενείς από  τους οποίους αποµονώθηκαν τα στελέχη 
είχαν στο ατοµικό τους ιστορικό νοσηλεία σε νοσοκοµεία εκτός της χώρας. Στα στελέχη 
αυτά έγινε µοριακός έλεγχος µε MLST, PFGE, multiplex PCR και τυποποίηση του 
blaOXA-51-like. Όλα τα στελέχη ήταν φορείς µιας οξακιλινάσης blaOXA-23-like (n=9), blaOXA-
24-like(n=1) and blaOXA-58-like (n=1). Από την  επιδηµιολογική ανάλυση προκύπτει ότι επτά 
στελέχη ανήκουν στο κλώνο CC2 σύµφωνα µε το σχήµα  Pasteur (P), CC92 σύµφωνα µε 
το σχήµα Bartual (B) δηλαδή στον international clone II. Ένα εκ των στελεχών άνηκε 
στον CC1 (P) και CC109 (B) δηλαδή international clone I. Τα υπόλοιπα στελέχη ανήκουν 
σε σποραδικούς κλώνους (Karah et al. 2010). Σε παγκόσµια κλίµακα η επικράτηση πλέον 
του EU II A. baumannii έρχεται από τη µελέτη των Higgins et al. το 2009. 
Εικόνα 3: Spanning tree analysis (Diancourt et al.2010).  Παρουσιάζονται οι τρεις κλώνοι 
που κυριαρχούν στην Ευρώπη και παγκοσµίως. Ενδιαφέρον αποτελεί η ύπαρξη ως 
ξεχωριστού κλώνου του ST15. Κάθε κύκλος αντιστοιχεί σε ένα ST αριθµό, ο οποίος 
αναγράφεται στο κέντρο του κύκλου. Το µέγεθος του κάθε κύκλου καθορίζεται από το 
σύνολου των στελεχών που είχαν αυτόν τον ST. Τα περισσότερα στελέχη λοιπόν 
αντιστοιχούν στον CC1 και CC2. 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
34	  
Τη δεκαετία 1990-2000 δεν υπάρχουν στην Ελλάδα αναφορές για ανθεκτικά στις 
καρβαπενέµες A. baumannii. Από τις αρχές του 2000 αρχίζουν να εµφανίζονται στελέχη 
µε µειωµένη ευαισθησία (Tsakris et al. 2003). Σταδιακά από το 2006 και µετά αυτά τα 
στελέχη επικρατούν στα ελληνικά νοσοκοµεία (Pournaras et al. 2006). Τα ποσοστά 
αντοχής στις καρβαπενέµες για το 2010 ανέρχονται στο 67,7% για τις διάφορες κλινικές  
των νοσοκοµείων στην ελληνική επικράτεια ενώ φτάνουν το 93,2% για τα στελέχη που 
αποµονώνονται από τις µονάδες εντατικής θεραπείας. Αξίζει εδώ να αναφέρουµε κάποια 
στοιχεία και από τον αντίστοιχο φορέα επιδηµιολογικής επιτήρησης του Ηνωµένου 
Βασιλείου. Τα ποσοστά αντοχής εκεί είναι σαφώς χαµηλότερα 23% και 27% για 
µεροπενέµη και ιµιπενέµη αντίστοιχα. Αυτό που προκαλεί έκπληξη σε αυτά τα στοιχεία 
είναι ότι τα ποσοστά αυτά το 2006 κυµαίνονταν στο 35% και 21% αντίστοιχα. Έχουµε 
λοιπόν µια πτώση πάνω από 10 µονάδες στα ποσοστά αντοχής στη µεροπενέµη ενώ 
αύξηση κατά 6 µονάδες στην ιµιπενέµη (πηγή: www.hpa.org.uk). Τα στοιχεία αυτά 
παρατίθενται για να γίνει κατανοητή η έκταση του προβλήµατος των ανθεκτικών 
στελεχών A. baumannii στην Ελλάδα αλλά και για να αναδείξουµε την προσφορά ενός 
οργανωµένου προγράµµατος επιδηµιολογικής επιτήρησης. Ένα αντίστοιχο επιδηµιολογικό 
πρόγραµµα έχει αρχίσει να εφαρµόζεται και στην Ελλάδα από το Νοέµβριο του 2010. Το 
πρόγραµµα αυτό ονοµάζεται Προκρούστης. Υπό την εποπτεία του ΚΕΛΠΝΟ  έχει οριστεί 
µία επιχειρησιακή οµάδα η οποία διαχειρίζεται τα δεδοµένα τα οποία φτάνουν στο 
ΚΕΕΛΠΝΟ από όλα τα Νοσοκοµεία της Ελλάδας.  Κύριοι στόχοι του προγράµµατος είναι 
η συστηµατική επιτήρηση των λοιµώξεων από τρία πολυανθεκτικά Gram – αρνητικά 
βακτήρια (Klebsiella spp, Acinetobacter spp, Pseudomonas spp), µε αντοχή στις 
καρβαπενέµες, µέσω της υποχρεωτικής δήλωσής τους στο ΚΕΕΛΠΝΟ, για τον 
υπολογισµό και τη διαχρονική παρακολούθηση της επίπτωσης των λοιµώξεων αυτών στα 
ελληνικά νοσοκοµεία. Ακόµα σηµαντικότερος στόχος είναι η εφαρµογή µέτρων ελέγχου 
λοιµώξεων, µε έµφαση στην τήρηση των αρχών νοσηλείας σε συνθήκες µόνωσης 
(µονόκλινοι θάλαµοι ή συν-νοσηλεία) και στη συστηµατική εφαρµογή της υγιεινής των 
χεριών και των προφυλάξεων επαφής. Στο πλαίσιο της εφαρµογής του σχεδίου δράσης 
«Προκρούστης», τα νοσοκοµεία αποστέλλουν σε εβδοµαδιαία βάση τέσσερις κατηγορίες 
λοιµώξεων: µικροβιαιµίες (πρωτοπαθείς και ενδαγγειακών καθετήρων), πνευµονίες 
(κοινότητας, ιδρυµάτων παροχής ιατρικής φροντίδας, νοσοκοµειακές σε µη 
διασωληνωµένους ασθενείς και συνδεόµενες µε τον αναπνευστήρα), λοιµώξεις 
ουροποιητικού συστήµατος και λοιµώξεις χειρουργικού πεδίου, που οφείλονται στα τρία 
πολυανθεκτικά Gram – αρνητικά παθογόνα (Klebsiella spp., Acinetobacter spp., 
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Pseudomonas spp.) µε αντοχή στις καρβαπενέµες. Παράλληλα, στις 28 ηµέρες µετά την 
πρώτη θετική καλλιέργεια αναζητείται και καταγράφεται η έκβαση της συγκεκριµένης 
λοίµωξης. Όταν δεν καταγράφεται κάποια από τις παραπάνω λοιµώξεις, τα νοσοκοµεία 
αποστέλλουν µηδενική δήλωση. Τα πρώτα αποτελέσµατα του σχεδίου “Προκρούστης” 
ανακοινώθηκαν το Δεκέµβριο του 2011 από την Ιστοσελίδα του ΚΕΛΠΝΟ και έχουν ως 
εξής: Οι περισσότερες λοιµώξεις καταγράφηκαν στις Μονάδες Εντατικής Θεραπείας 
(ΜΕΘ) (54,9%) και ακολούθησαν οι κλινικές του παθολογικού τοµέα (27,4%) και τέλος 
του χειρουργικού τοµέα (17,7%). Αναφορικά µε το είδος της λοίµωξης που καταγράφηκε, 
οι µικροβιαιµίες και οι πνευµονίες ήταν οι συχνότερες και ανήλθαν σε ποσοστά 34,8% και 
29,8% αντίστοιχα, ενώ ακολούθησαν οι ουρολοιµώξεις (21%) και οι λοιµώξεις 
χειρουργικού πεδίου (14,4%). Ο συχνότερος τύπος πνευµονίας που καταγράφηκε ήταν η 
πνευµονία σχετιζόµενη µε τον αναπνευστήρα (73,9%). Από το σύνολο των 
αποµονωθέντων στελεχών, η Klebsiella ήταν το συχνότερο παθογόνο (43,2%), µε το 
Acinetobacter (35,9%) και την Pseudomonas (20,9%) να ακολουθούν. Όσο αφορά τα A. 
baumannii η συνολική αδρή θνητότητα στις 28 ηµέρες µετά την 1η θετική καλλιέργεια 
ανήλθε σε ποσοστό 35,7%. Η υψηλότερη θνητότητα καταγράφηκε µεταξύ των 
περιπτώσεων πνευµονίας και µικροβιαιµίας (44,9% και 40% αντίστοιχα). Στις ΜΕΘ η 
θνητότητα των λοιµώξεων που καταγράφηκε ανήλθε σε ποσοστό 43,6%, ενώ τα 
αντίστοιχα ποσοστά για τον παθολογικό και το χειρουργικό τοµέα ήταν 30,2% και 19,5% 
αντίστοιχα. Τα ποσοστά MDR στελεχών A. baumannii  που αποµονώθηκαν στην Ελλάδα 
το χρονικό διάστηµα Ιουλίου - Δεκεµβρίου 2011 και καταγράφηκαν από το ΚΕΛΠΝΟ 
είναι 81,5%, 65,7%, και 58,7% για τις κλινικές Μ.Ε.Θ, χειρουρκικές και παθολογικές 
αντίστοιχα. Τα στελέχη αυτά ορίζονται ως MDR µε δεδοµένη την αντοχή τους 
τουλάχινστον σε ceftazidime, ciproxin και amikan. Η αντοχή στην Ιµιπενέµη, το ίδιο 
διάστηµα ανέρχεται στο 94% στις µονάδες εντατικές θεραπείας ενώ στις παθολογικές και 
χειρουργικές κλινικές το ποσοστό φτάνει στο 58,7% και 65,7% αντίστοιχα.   
Στόχος του συγκεκριµένου προγράµµατος είναι να δοθεί έµφαση στην παρέµβαση και 
στην επιτήρηση της εφαρµογής των µέτρων ελέγχου λοιµώξεων δηλαδή να  
εξασφαλίζονται συνθήκες µόνωσης για τη νοσηλεία ασθενών µε λοίµωξη ή αποικισµό από 
πολυανθεκτικά παθογόνα, καθώς και να τηρούνται οι προφυλάξεις επαφής και οι κανόνες 
υγιεινής των χεριών. Δείκτης αποτελεσµατικότητας αυτό του προγράµµατος θα είναι η 
µείωση της επίπτωσης των συγκεκριµένων λοιµώξεων όπως συµβαίνει και σε άλλα 
ευρωπαϊκά κράτη που είδαµε ότι έχουν ήδη εφαρµοστεί αντίστοιχα προγράµµατα.  
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Εικόνα 4: Παρουσιάζονται οι χώρες στις οποίες ταυτοποιήθηκαν ανθεκτικά στις 
καρβαπενέµες στελέχη  A. baumannii. Με κόκκινο επισηµαίνονται οι χώρες στις οποίες 
έχουµε καταγραφή στελεχών πριν το 2006 και µε κίτρινο οι χώρες µετά το 2006 (Peleg et 
al. 2008). 
 
Ο µοριακός έλεγχος όλων των ύποπτων στελεχών, δεδοµένου του υψηλού κόστους 
και της τεχνογνωσίας που χρειάζεται, είναι αδύνατο να συµβαίνει σε κάθε νοσοκοµείο της 
περιφέρειας. Δεδοµένης της ανάγκης αυτής, δηµιουργήθηκε ένα φαινοτυπικό test, το 
οποίο µε ιδιαίτερη ακρίβεια µπορεί να διαχωρίσει τα εντεροβακτηριακά που παράγουν 
KPC, δηλαδή τάξης Α  β –λακταµάση από αυτά που παράγουν MBLs καθώς και να 
διακρίνει την ταυτόχρονη έκφραση τους (Tsakris et al. 2010). Συνοπτικά σε ένα τρυβλίο 
ΜΗ (Mueller-Hinton) επιστρώνεται Ο,5 MF µικροβίου και τοποθετούνται σε απόσταση 
30 mm το ένα από το άλλο 4 δισκία µεροπενέµης. Το ένα δισκίο παραµένει αυτούσιο ενώ 
στο δεύτερο προστίθεται ΕDTA, στο τρίτο βορονικό οξύ (PBA) και στο τέταρτο και τα 
δύο µαζί. Διάµετρος άλου πάνω από 5 mm από την άλω που παρατηρούµε στο σκέτο 
δισκίο µεροπενέµης αξιολογείται και ορίζει την παραγωγή MBLs όταν την παρατηρούµε 
στο EDTA και τύπου KPC όταν την παρατηρούµε στο Βορονικό οξύ. Όταν παρατηρείται 
διευρυµένη άλως στο δισκίο που βρίσκονται και οι δύο ενώσεις, υπονοείται η συνύπαρξη 
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και των δύο ενζύµων. Η ευαισθησία και η ειδικότητα της µεθόδου φαίνονται στο 
παρακάτω πίνακα. 
 






















MBL/KPC 96,8% 100% 
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Η έρευνα που αφορά αυτό το τεστ, έγινε σε στελέχη Klebsiella,  ωστόσο προκύπτουν 
ικανοποιητικά αποτελέσµατα και από τα άλλα δύο πολυανθεκτικά παθογόνα την 
Pseudomonas και το Αcinetobacter. Έτσι κάθε πολυανθεκτικό στέλεχος πριν καταγραφεί 
για το σχέδιο Προκρούστης ελέγχεται αδρά φαινοτυπικά µε την παραπάνω διαδικασία. Το 
test αυτό έχει εντάξει  πλέον και τα περιφερειακά εργαστήρια που δεν έχουν τη δυνατότητα 
µοριακού ελέγχου στο πρόγραµµα επιδηµιολογικής επιτήρησης συµβάλλοντας στον 
περιορισµό των στελεχών και τα κρούσµατα λοιµώξεων.  
 
 
Εικόνα 5: Φαινοτυπική δοκιµασία σε στέλεχος K. pneumoniae. Στέλεχος που παράγει 
KPC/VIM/ESBL(α), στέλεχος που παράγει KPC/ESBL(b), στέλεχος που παράγει µόνο 
VIM (c) και στέλεχος που παράγει AMPC/ESBL (d). 
 
Ιζ. Κλινικά στοιχεία 
 
1. Λοιµογόνοι παράγοντες:  
Το A. baumannii είναι ένα ευκαιριακό παθογόνο του οποίου οι λοιµογόνοι παράγοντες 
παραµένουν υπό διερεύνηση. Τις τελευταίες δεκαετίες η ενδελεχής  µελέτη της 
επιδηµιολογίας και της αντοχής του µικροβίου στα αντιβιοτικά, περιόρισαν της πηγές και 
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τις µελέτες για την παθογένεια του µικροβίου. Σηµαντικό ρόλο στην εγκατάσταση της 
λοίµωξης παίζουν το ανοσοποιητικό σύστηµα καθώς και τα υποκείµενα νοσήµατα του 
ασθενούς, ενώ η διασπορά του γίνεται κυρίως ιατρογενώς. Σηµαντικοί παράγοντες 
κινδύνου για ανάπτυξη λοίµωξης από A. baumannii είναι η µεγάλη ηλικία του ασθενούς, 
η αντιµικροβιακή θεραπεία που λαµβάνει τις τελευταίες 90 µέρες, η χρήση συσκευών 
όπως: αιµοδιάλυσης, µηχανικός αερισµός, καθετήρες (κεντρικοί, φλεβικοί, ουρηθρικοί), 
το φαινοτυπικό προφίλ της χλωρίδας του νοσοκοµείου, και η παρατεταµένη νοσηλεία του 
ασθενούς στο νοσοκοµείο (κυρίως ΜΕΘ) ή σε µονάδες αυξηµένης φροντίδας.    
 Αξιοσηµείωτη είναι η ικανότητα µερικών στελεχών να παραµένουν σε ξηρές 
επιφάνειες πάνω από 20 µέρες σε σχέση µε πρότυπα στελέχη αυξάνοντας µε τον τρόπο 
αυτό σηµαντικά τη δυνατότητα επιδηµικής διασποράς (Attunes et al. 2011). Βασική 
προϋπόθεση για τον αποικισµό και τη λοίµωξη θεωρείται  η ικανότητα προσκόλλησης του 
µικροβίου στα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή. Αυτή επιτυγχάνεται µέσω ινιδίων καθώς 
και µε την παρουσία ενός πολυσακχαριδικού ελύτρου, το οποίο αποτελείται από L-
ραµνόζη, D-γλυκόζη, D-γλυκουρονικό οξύ και D-µανόζη και καθιστά την επιφάνεια του 
µικροβίου περισσότερο υδρόφιλη (Attunes et al. 2011). Οµοίως µε τα υπόλοιπα Gram 
αρνητικά, σηµαντικό ρόλο στη λοιµογόνο ικανότητα διαδραµατίζει ο λιποπολυσακχαρίτης 
(LPS) της εξωτερικής µεµβράνης και το λιπίδιο Α. Πολύ σηµαντική θεωρείται η 
ικανότητα του µικροβίου να οργανώνεται µε τη µορφή βιοµεµβρανών (biofilm) πάνω σε 
ξένες επιφάνειες, δοµή η οποία το προστατεύει από αντίξοες συνθήκες όπως η έλλειψη 
αυξητικών παραγόντων και η χηµειοθεραπεία (Vidal et al. 1996). Στη δηµιουργία του 
biofilm συµµετέχει η πρωτείνη ompA µία εξωτερική µεµβρανική πρωτεΐνη, η οποία 
εφόσον προσκολληθεί στα επιθηλιακά κύτταρα συµµετέχει στην απόπτωση των κυττάρων.  
Ενώ τον ίδιο ακριβώς ρόλο φαίνεται πως διαδραµατίζει και η φωσφολιπάση D, 
ευοδώνοντας τον αποικισµό του µικροβίου στα επιθηλιακά κύτταρα. Κάποια από τα 
στελέχη παράγουν λιπάσες που µπορεί να έχουν βλαπτική επίδραση στο λιπώδη ιστό, ενώ 
αρκετά έχουν τη δυνατότητα παραγωγής πρωτεολυτικών και κολλαγονολυτικών ενζύµων 
όπως προνάση και θρυψίνη. Στην παθογονικότητα του µικροβίου συµβάλλει και η 
ικανότητα του να απορροφά σίδηρο από τον ανθρώπινο οργανισµό, στερώντας το από τα 
µακροφάγα, τα οποία συµµετέχουν στην άµυνα του οργανισµού (Roca 2012). 
Γενικότερα αυτό που προκύπτει από τη σύγχρονη βιβλιογραφία  είναι ότι η 
παθογονικότητα του A. baumannii δεν οφείλεται στην ύπαρξη ισχυρών λοιµογόνων 
παραγόντων, αλλά οφείλεται κυρίως στις µεταβολικές του ικανότητες  και την 
ανθεκτικότητα τoυ µικροβίου υπό συνθήκες έντονου περιβαλλοντικού stress. Η θέση αυτή 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
40	  
ενισχύεται από το γεγονός ότι τα γονίδια, που κωδικοποιούν τους λοιµογόνους παράγοντες 
όπως η ompA και η φωσφολιπαση D ανιχνεύονται ακόµα και στο γονιδίωµα των µη 
λοιµογόνων στελεχών (SDF). Το SDF είναι στέλεχος A. baumannii ευαίσθητο σε όλα τα 
αντιβιοτικά που έχει αποµονωθεί από ανθρώπινη ψείρα. Χρησιµοποιείται στις µελέτες 
παθογονικότητας του µικροβίου καθώς θεωρείται ότι δεν έχει καµία λοιµογόνο ικανότητα 
(Attunes et al. 2011). 
Τέλος ένα άλλο χαρακτηριστικό πολλών µικροοργανισµών, συµπεριλαµβανοµένων 
και του A. baumannii είναι η ετεροαντοχή. Ετεροαντοχή ορίζεται η  ανθεκτικότητα  ενός 
υποσυνόλου µικροβιακού πληθυσµού σε ορισµένα αντιβιοτικά, όταν γενικότερα  µε τις 
παραδοσιακές in vitro δοκιµασίες ευαισθησίας ο πληθυσµός αυτός θεωρείται  ευαίσθητος 
σε αυτά τα αντιβιοτικά (Falagas et al. 2008). Στην βιβλιογραφία υπάρχουν τα ετερογενή 
κύτταρα τα οποία διατηρούν το φαινότυπο τους και τα λεγόµενα “persisters”, εµµένοντα, 
κύτταρα στα οποία ο φαινότυπος της ετεροαντοχής µπορεί να εξαλείφει εφόσον 
αποµακρυνθεί ο δυσµενής περιβαλλοντικός παράγοντας δηλαδή η αντιµικροβιακή ουσία 
(Balaban et al. 2004).  Το φαινόµενο της ετεροαντοχής έχει µελετηθεί περισσότερο στους 
σταφυλόκοκκους. Οι πρώτες αναφορές για ετεροαντοχή στο A. baumannii έγιναν από τους 
Pournaras et al. το 2005. Η µεγάλη πίεση που ασκούν οι καρβαπενέµες ως αντιβιοτικά 
εκλογής στα πολυανθεκτικά στελέχη οδήγησαν ουσιαστικά στην εµφάνιση υποπληθυσµών 
ανθεκτικών στα συγκεκριµένα αντιβιοτικά. Το φαινόµενο µελετήθηκε διεξοδικά και  το 
2009 προκύπτει µια ολοκληρωµένη έρευνα 14 στελεχών Α. baumannii, µερικά από τα 
οποία έπειτα από τη διενέργεια πληθυσµιακής ανάλυσης ανέδειξαν την ύπαρξη 
υποπληθυσµών οι οποίες παρουσίασαν 2 έως 16 φορές υψηλότερη MIC από τον αρχικό 
«φυσικό» πληθυσµό (Ikonomidis et al. 2009). Τα στελέχη που επιλέγηκαν για την 
συγκεκριµένη έρευνα ήταν όλα φαινοτυπικά ευαίσθητα στις καρβαπενέµες και την 
κολιστίνη, ενώ όλα ελέχθησαν µε µοριακές τεχνικές MLST και PFGE. Εκτός από τις 
καρβαπενέµες το φαινόµενο αυτό έχει παρατηρηθεί και στην κολιστίνη την τελευταία ίσως 
θεραπευτική επιλογή για τα  MDR στελέχη Α. baumannii (Li et al. 2006). Ενδιαφέρον 
στοιχείο, αποτελεί η συσχέτιση του φαινοµένου µε προηγηθείσα θεραπεία µε κολιστίνη 
(Hawley et al. 2008). Μέχρι και σήµερα πάντως λόγω της δυσκολίας να εντοπιστούν αυτοί 
οι ετεροάντοχοι πληθυσµοί, δεν µπορεί να υπολογιστεί η συχνότητά τους καθώς και το 
ποσοστό συµµετοχής τους στην επικράτηση και διασπορά των πολυανθεκτικών στελεχών. 
Αυτό που προκύπτει από την βιβλιογραφία είναι ότι το φαινόµενο της ετεροαντοχής είναι 
ένας καθοριστικός παράγοντας θεραπευτικής αποτυχίας των συγκεκριµένων λοιµώξεων 
(Moore et al. 2003) και χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 
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Εικόνα 6: Etests ιµιπενέµης και µεροπενέµης σε A. baumannii. Φαίνονται οι ανθεκτικοί 
υποπληθυσµοί (Pournaras et al. 2005). 
 
2. Λοιµώξεις από A. baumannii: 
Η πλειοψηφία στελεχών A. baumannii αποµονώνονται από το αναπνευστικό 
νοσηλευόµενων ασθενών. Η νοσοκοµειακή πνευµονία από A. baumannii και 
συγκεκριµένα αυτή που σχετίζεται µε αναπνευστήρα (VAP, ventilator associated 
pneumonia) από A. baumannii ανέρχεται ακόµα και στο 10% των περιπτώσεων 
πνευµονίας σε νοσηλευόµενους ασθενείς µονάδων εντατικής θεραπείας. Σε περιοχές όπως 
η Αυστραλία και η Ασία έχουν αναφερθεί ακόµη και περιπτώσεις εξωνοσοκοµειακής 
πνευµονίας, η οποία επέρχεται µετά από παρατεταµένη φορεία του µικροβίου στο 
ανώτερο αναπνευστικό και αφορά κυρίως ασθενείς µε ιστορικό κατάχρησης αλκοόλ 
(Peleg et al. 2008). 
Βακτηριαιµία εµφανίζεται πολύ συχνά δευτεροπαθώς σε ασθενείς της Μ.Ε.Θ µε 
πνευµονία ή λοιµώξεις τραυµάτων. Σε αυτές τις περιπτώσεις το A. baumannii ενδέχεται  
να αποµονωθεί µόνο του ή συχνότερα σε συνδυασµό µε άλλα µικρόβια (Cisneros et al. 
2002). Ιδιαίτερη προσοχή σε περίπτωση βακτηριαιµίας χρειάζεται στα νεογνά. Αρνητικοί 
προγνωστικοί παράγοντες στα παιδιά αποτελούν το χαµηλό βάρος γέννησης, ο 
τραυµατισµός και οι ενδοφλέβιοι καθετήρες ενώ στους ενηλίκους η προηγούµενη χρήση 
τρίτης γενιάς κεφαλοσπορινών, η παρουσία ενδαγγειακών συσκευών, η παραµονή στη 
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ΜΕΘ, η προχωρηµένη ηλικία, ο µηχανικός αερισµός, η νεφρική ανεπάρκεια και η 
παράταση της παραµονής στο νοσοκοµείο (Wareham et al. 2008). Αξίζει να σηµειωθεί ότι 
η βακτηριαιµία από A. baumannii αποτελεί ένα χρήσιµο δείκτη αληθινής λοίµωξης, ενώ η 
αποµόνωσή του από πληγές ή από το αναπνευστικό µπορεί να δείχνει περισσότερο 
αποικισµό (Wareham et al. 2008). Η κλινική εικόνα δεν είναι ειδική και κυµαίνεται από 
πολύ ήπια λοίµωξη µέχρι σηπτική καταπληξία, ενώ στο µεγαλύτερο ποσοστό της 
συµβαίνει κατά τη δεύτερη εβδοµάδα παραµονής στο νοσοκοµείο (Wareham et al. 2008). 
Οι λοιµώξεις µαλακών µορίων και δέρµατος είναι πολύ συχνό φαινόµενο κυρίως σε 
στρατιωτικούς πληθυσµούς. Χειρότερη πρόγνωση έχουν οι λοιµώξεις δέρµατος σε 
εγκαυµατικές επιφάνειες (Trottier et al. 2007). Το A. baumannii ήταν ο πιο συχνός Gram 
αρνητικός βάκιλος που µόλυνε τα τραύµατα των στρατιωτών στον πόλεµο του Βιετνάµ. 
Τη διαπύηση των τραυµάτων ακολουθούσε συνήθως βακτηριαιµία 3-5 µέρες αργότερα. 
Ακόµη και κατά τη διάρκεια του πολέµου στο Ιράκ το 2003, το A. baumannii έπαιξε 
κυρίαρχο ρόλο στις δερµατικές λοιµώξεις. Η διαφορά µε το Βιετνάµ είναι ότι τα 
περισσότερα στελέχη πλέον ήταν πολυανθεκτικά.  
Μηνιγγίτιδα συνήθως εµφανίζεται δευτεροπαθώς σε ασθενείς µε κρανιακά τραύµατα 
και µετά από νευροχειρουργικές επεµβάσεις, περιγράφονται ωστόσο και σποραδικά 
κρούσµατα πρωτοπαθούς µηνιγγίτιδας. Παράγοντες όπως η µόνιµη επικοινωνία των 
κοιλιών µε το εξωτερικό περιβάλλον, η κοιλιοστοµία, το συρίγγιο εκροής 
εγκεφαλονωτιαίου υγρού και η παρουσία καθετήρων των κοιλιών για περισσότερες από 5 
ηµέρες αυξάνουν τον κίνδυνο εµφάνισης µηνιγγίτιδας οφειλόµενης σε A. baumanni. Η 
κλινική εικόνα µπορεί να είναι οξεία ή και ήπια. Πολλές φορές στην Gram χρώση µπορεί 
το Acinetobacter να εκληφθεί ώς µηνιγγιτιδόκοκκος (Mendell et al. 2005) ή ως H. 
influenzae (Gillespie & Hawkey, 2006) επηρεάζοντας σηµαντικά τη θεραπεία. Η 
θνητότητα βρίσκεται σε υψηλά ποσοστά (από 20% έως 27%) και εξαρτάται από την 
άµεση χορήγηση της κατάλληλης αντιµικροβιακής αγωγής. 
Λιγότερο συχνές λοιµώξεις αποτελούν οι ουρολοιµώξεις ανωτέρου κυρίως 
ουροποιητικού οι οποίες συµβαίνουν σε καθετηριασµένους ασθενείς, κατά την πλειοψηφία 
τους άνδρες (Pedraza F. et al 1993) Έχουν επίσης αναφερθεί σποραδικά κρούσµατα 
ενδοκαρδίτιδας µετά από οδοντιατρικές επεµβάσεις και εγχειρήσεις ανοικτής καρδιάς 
(Olut et al. 2005), περιτονίτιδα σε ασθενείς που υπόκεινται σε συνεχή περιτοναϊκή 
κάθαρση, λοιµώξεις του οφθαλµού σε άτοµα που φέρουν φακούς επαφής, χολαγειίτιδα και 
άλλες σηπτικές επιπλοκές της διαδερµικής τρανσηπατικής χολαγγειογραφίας, κυρίως σε 
ηλικιωµένους ασθενείς µε χολόσταση από κακόηθες νόσηµα ή χολολιθίαση. Ακόµη πιο 
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σπάνια περίπτωση λοίµωξης από A. baumannii είναι η οστεοµυελίτιδα µετά από ατύχηµα 
των κάτω άκρων (Dietz et al. 2008). 
Γενικότερα, η λοίµωξη από A. baumannii υποδηλώνει ότι στο ιστορικό του ασθενούς 
συνήθως προϋπάρχει νοσηλεία σε µονάδα εντατικής θεραπείας η γενικότερα µακροχρόνια 
νοσηλεία σε νοσοκοµείο. 
 
3. Κλινική έκβαση των λοιµώξεων: 
 
Είναι δύσκολο να διευκρινιστεί το ποσοστό συµµετοχής της λοίµωξης από A. baumannii 
στην έκβαση της πορείας ενός ασθενόυς, δεδοµένης φυσικά της προτίµησης του 
συγκεκριµένου µικροβίου να αποικίζει και να προκαλεί λοίµωξη σε βαριά άρρωστους 
ασθενείς. Το γεγονός αυτό διερευνάται ακόµα και σήµερα, ενώ αποτελεί θέµα συζήτησης 
για αρκετούς µελετητές (Falagas et al. 2006) (Sunenshine et al. 2007). Σε αντίστοιχη 
µελέτη η οποία διενεργήθηκε για το CDC έγινε προσπάθεια ρύθµισης των εξαρτηµένων 
µεταβλητών, έτσι ώστε να µελετηθούν δύο οµάδες ασθενών. Το πρώτο περιελάµβανε 
ασθενείς βαριά άρρωστους µε συνυπάρχουσα λοίµωξη από A. baumannii, ενώ το δεύτερο 
ίδιας βαρύτητας ασθενείς µε µακρά νοσηλεία, χωρίς όµως λοίµωξη από A. baumannii. 
Αυτό που προκύπτει από την συγκεκριµένη έρευνα είναι ότι δεν υπάρχει στατιτικώς 
σηµαντική διαφορά στο ποσοστό θνησιµότητας ανάµεσα στα δύο groups. Το αποτέλεσµα 
αυτό επιβεβαιώνεται από αρκετές µελέτες (Blot et al. 2003, Albrecht et al. 2006) και 
αντικρούεται από ακόµα περισσότερες (Abbo et al. 2007, Garcia-Garmendia et al. 1999, 
Grupper et al. 2007, Kwon et al. 2007). Αυτό που είναι αδιαµφισβήτητο είναι η αύξηση 
της θνησιµότητας ασθενών στους οποίους εκτός από ένα  Gram αρνητικό όπως η 
Κlebsiella αποµονωθεί και A. baumannii (Jerass et al. 2006). Τέλος υπάρχουν µελέτες που 
αναφέρουν ότι η αρχική εµπειρική αγωγή σε ασθενείς που εντέλει νοσούν από MDR 
στελέχη δεν συµµετέχει στην αύξηση του ποσοστού θνησιµότητας (Kwon et al. 2007). Για 
να συνοψίσουµε, αυτό που προκύπτει είναι ότι το A. baumannii δεν µπορεί πλέον να 
θεωρείται παθογόνο µικρής λοιµογόνου ικανότητας. Πρόκειται για ένα µικροοργανισµό, ο 
οποίος εξελίσσεται διαρκώς. Η εξέλιξη του αυτή τεκµηριώνεται από συγκριτικές µελέτες 
γονιδιώµατος (Fournier et al. 2006), καθώς και από την απόκτηση καθοριστικών 
παραγόντων που προσδίδουν ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά. 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
44	  
Ιη. Αντιµικροβιακή θεραπεία και ανάπτυξη αντοχής. 
 
Πριν το 1970 η αντιµετώπισή του A. baumannii περιελάµβανε ευρέως φάσµατος 
αντιβιοτικά όπως β- λακτάµες αµινογλυκοσίδες και τετρακυκλίνες. Πλέον τα περισσότερα 
στελέχη έχουν αναπτύξει αντοχή σχεδόν σε όλες τις κατηγορίες αντιβιοτικών, αφήνοντας 
ουσιαστικά τον κλινικό γιατρό χωρίς θεραπευτικές επιλογές. Οι καρβαπενέµες µέχρι 
πρότινος αποτελούσαν την πρώτη θεραπευτική επιλογή. Η αύξηση ωστόσο των 
ανθεκτικών στελεχών A. baumannii σε αυτή την κατηγορία αντιβιοτικών περιορίζει 
αρκετά τη χρήση τους. Η σουλµπακτάµη µόνη της ή σε συνδυασµό µε αµπικιλλίνη 
συνήθως δρα καλά απέναντι σε αυτούς τους µικροοργανισµούς (Montero et al. 2004), ενώ 
και η κολιστίνη (παράγωγο πολυµυξίνης Ε) αποτελεί φάρµακο εκλογής, σε περιπτώσεις 
πολυανθεκτικών στελεχών (ΜDR). Οι µόνοι περιορισµοί της κολιστίνης είναι η 
νεφροτοξικότητα και η πιθανή ανάπτυξη αντοχής στο αντιβιοτικό καθώς αποτελεί ένα 
από τα τελευταία θεραπευτικά όπλα των κλινικών. Ανθεκτικά στελέχη καθώς και στελέχη 
µε ετεροαντοχή στην κολιστίνη έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία (Hawley et al. 2008). 
Η τιγκεκυκλίνη, ένα ηµισυνθετικό παράγωγο της µινοκυκλίνης, παρά τις αρχικές 
προσδοκίες δεν κατάφερε να βοηθήσει όσο αναµενόταν στην καταπολέµηση των MDR 
στελεχών και ήδη έχουν εµφανιστεί στελέχη ανθεκτικά σε αυτή (Peleg et al 2008). Πιο 
συγκεκριµένα η αποτελεσµατικότητα του φαρµάκου σε βακτηριαιµίες κρίνεται λιγότερο 
αποτελεσµατική σε σχέση µε  την αποτελεσµατικότητα του φαρµάκου σε λοιµώξεις 
αναπνευστικού, ιστών και δέµατος. Η τιγκεκυκλίνη θα πρέπει να αποφεύγεται σε 
περιπτώσεις που υπάρχει υποψία λοίµωξης από Pseudomonas, ενώ έχει αναφερθεί 
αύξηση της ΜΙC κατά τη διάρκεια της θεραπείας. Τελευταία, θετικές προοπτικές 
υπάρχουν για την µινοκυκλίνη ενώ µία καινούρια κατηγορία πεπτιδίων έχει αναπτυχθεί 
και φαίνεται να απαντά καλά στις λοιµώξεις από MDR Α. baumannii. Τα µικτά 
θεραπευτικά σχήµατα προτιµούνται πάντα στην καταπολέµηση του A. baumannii. Με 
αυτά τα σχήµατα έχουµε τη δυνατότητα να µειώσουµε τις δόσεις των αντιβιοτικών που θα 
δίναµε σαν µονοθεραπεία, τα αντιβιοτικά δρουν συνεργικά αυξάνοντας τα ποσοστά 
εκρίζωσης του µικροοργανισµού, ενώ είναι πολύ πιο δύσκολο να αναπτυχθούν 
µηχανισµοί αντοχής. Συνήθως τα σχήµατα αυτά περιλαµβάνουν α) β-λακτάµες µε 
αναστολείς β-λακταµασών ή σε συνδυασµό µε αµινογλυκοσίδες ή φλουοροκινολόνες, β) 
αµπικιλίνη/σουλµπακτάµη ή σουλµπακτάµη µε κεφεπίµη ή καρβαπενέµη και γ) 
πολυµυξίνη Β, ιµιπενέµη και ριφαµπικίνη (Ferrara 2006, Rahal  2006). Τελευταία, ο 
συνδιασµός κολιστίνης, ριφαµπικίνης φαίνεται να έχει καλά θεραπευτικά αποτελέσµατα. 
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Σε αντίθεση, ο συνδιασµός ριφαµπικίνης µε καρβαπενέµες δε φαίνεται να προσφέρει τα 
αναµενόµενα θεραπευτικά αποτελέσµατα στα MDR στελέχη. Οι µελέτες ωστόσο που 
αφορούν των συνδιασµό φαρµάκων σε MDR στελέχη A. baumannii είναι περιορισµένες 
και τα περισσότερα στοιχεία προκύπτουν από in vitro έρευνες (Roca et al. 2012). 
Συνεπώς όλα αυτά τα στοιχεία πρέπει να συνεκτιµηθούν καθώς πολές φορές τα in 
vitro αποτελέµατα αντοχής δεν συχετίζονται µε την in vivo αποτελεσµατικότητα ενός 
φαρµάκου σε ένα ασθενη (Petrosillo et al. 2008). 
 
Μηχανισµοί αντοχής στα αντιβιοτικά 
 
Οι µηχανισµοί αντοχής του A. baumannii, που έχουν περιγραφεί µέχρι σήµερα είναι 
αρκετοί και ανταγωνίζονται τους µηχανισµούς των άλλων αζυµωτικών Gram αρνητικών 
παθογόνων. Η παγκόσµια διασπορά των ανθεκτικών στελεχών, αποδεικνύει τη µοναδική 
ικανότητα του συγκεκριµένου µικροβίου να προσαρµόζεται σε εναλλασσόµενες και 
δύσκολες περιβαλλοντικές συνθήκες. Η µακρόχρονη επιβίωση του, ακόµα και σε εντελώς 
ξηρές επιφάνειες χωρίς τα απαιτούµενα διατροφικά στοιχεία του δίνει την ικανότητα να 
προσλαµβάνει γονίδια αντοχής από άλλα µικρόβια καθιστώντας το ακόµα πιο ισχυρό 
στην βακτηριοκτόνο δράση των αντιβιοτικών.  
Τα ιντεγκρόνια είναι γενετικά στοιχεία τα οποία αναγνωρίζουν και ενσωµατώνουν 
κινητά γονίδια τα οποία προσδίδουν στους µικροργανισµούς ανθεκτικότητα στα 
αντιβιοτικά ή ρυθµίζουν άλλες βασικές λειτουργίες. Τα γονίδια αυτά τα οποία έχουν µία 
ιδιαίτερη δοµή ονοµάζονται γονιδιακές κασέτες (Recia and Hall 1995). Η δοµή τους 
περιορίζεται στην ύπαρξη ενός γονιδίου και µίας ατελούς ανεστραµένης επανάληψης IR 
στο 3΄ άκρο αυτού του γονιδίου που ονοµάζεται attC (αλληλουχία ανασυνδιασµού ειδικής 
θέσης) ή στοιχείο των 59 βάσεων. Τα ιντεγκόνια αποτελούνται από την 5΄ συντηρηµένη 
περιοχή (5΄-CS) µήκους περίπου 1.4kb, την 3΄ συντηρηµένη περιοχή (3΄-CS) µήκους 
περίπου 2kb και  την ενδιάµεση µεταβλητή περιοχή (Bennet 2009). Η 5’ συντηρηµένη 
περιοχή φέρει ένα γονίδιο που κωδικοποιεί την ιντεγκράση, ένζυµο το οποίο καταλύει τον 
τοπο-ειδικό ανασυνδυασµό (site-specific recombination) γονιδιακών κασετών στη 
συντηρηµένη αλληλουχία attI. Η κινητικότητα των γονιδιακών κασετών εξαρτάται από 
την ιντεργκάση (εκτός από την ενσωµάτωση της γονιδιακής κασέτας καταλύει και την 
εκτοµή της, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα στις κασέτες των γονιδίων να µεταπηδούν από 
τον ένα γενετικό τόπο στον άλλο), την ειδική θέση ανασυνδιασµού attC και attI. 
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Θεωρητικά µπορεί να υπάρξουν ως ελεύθερα, κυκλικά µόρια DNA τα οποία προέκυψαν 
από εκτοµή µέσω της ιντρεγκράσης από παλαιότερα ενσωµατωµένες γονιδιακές κασέτες 
στο ίδιο ή σε άλλο ιντεγκρόνιο. Οι γονιδιακές κασέτες δεν έχουν δικό τους υποκινητή και 
αντιγράφονται χρησιµοποιώντας ένα κοινό υποκινητή (Pc) που βρίσκεται στην 5’ 
συντηρηµένη περιοχή του ιντεγκρονίου. Η θέση της γονιδιακής κασέτας στο ιντεγκρόνιο 
καθορίζει τα επίπεδα αντοχής που εκφράζονται στο φαινότυπο και το υψηλότερο επίπεδο 
αντοχής εκφράζεται όταν η κασέτα είναι τοποθετηµένη ακριβώς µετά την 5΄συντηρηµένη 
περιοχή του ιντεγκρονίου. Στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί και η πρώτη γονιδιακή 
κασέτα µε δικό της υποκινητή και αφορά εκείνη που καθορίζει την αντοχή στην 
χλωραµφενικόλη cmlA. Η ταξινόµηση των ιντεγκρονίων είναι βασισµένη στην 
ιντεγκράση και προς το παρών έχουν δηλωθεί εννέα τάξεις. Τα µέλη της πρώτης, 
δεύτερης, τρίτης, τέταρτης και πέµπτης τάξης περιέχουν γονίδια αντοχής στα αντιβιοτικά 
και σχετίζονται µε µεταθετά στοιχεία DNA όπως συζευτικά πλασµίδια, τρανσποζόνια και 
ακολουθίες ενσωµάτωσης (IS). Τα στοιχεία αυτά παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην 
διασπορά γενετικού υλικού µεταξύ  στελεχών του ιδίου ή διαφορετικού είδους. Τα πιο 
συχνά ιντεγκρόνια σε κλινικά στελέχη είναι τα ιντεγκρόνια τάξης 1 στα οποία έχουν 
βρεθεί πάνω από 80 γονιδιακές κασέτες αντοχής οι οποίες εµπεριέχουν γονίδια αντοχής 
για όλα τα β-λακταµικά αντιβιοτικά, αµινογλυκοσίδες, χλωραµφενικόλη, τριµεθοπίµη, 
ριφαµπικίνη, ερυθροµυκίνη φωσφοµυκίνη, λινκοµυκίνη. 
 
Εικόνα 7 : Α) τυπικό ιντεγκρόνιο τάξης 1. 
 
Η επιδηµιολογία των ιντεγκρονίων είναι πολύ δύσκολο να µελετηθεί διότι απαιτούνται 
πολύπλοκες και χρονοβόρες τεχνικές. Οι µελέτες από τις οποίες προέρχονται οι εικόνες 
παρουσιάζουν την ευρεία παγκόσµια διασπορά των ιντεγκρονίων όσο αφορά τα 
εντεροβακτηριακά διαδραµατίζοντας σηµαίνοντα ρόλο στο φαινότυπο αντοχής τους. Η 
παρουσία τους συνήθως σχετίζεται µε αντοχή σε πολλαπλά αντιβιοτικά. 
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Εικόνα 8: Σχηµατική αναπαράσταση της ενσωµάτωσης γονιδιακών κασετών σε 
ιντεγκρονικές δοµές (Bennett, 1999).  
 
 
Εικόνα 9: Παρουσιάζονται οι γονιδιακές κασέτες που έχουν βρεθεί για το είδος του 
Acinetobacter. Τα γονίδια των β-λακταµασών παρουσιάζονται µε τα βέλη µε τις διαγώνιες 
ρίγες (Huang et al. 2010). 
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β-λακταµικά: Ο κυριότερος µηχανισµός αντοχής των A. baumannii στα β-λακταµικά 
αντιβιοτικά είναι η ενζυµική απενεργοποίησή τους από τις β–λακταµάσες. Οι AmpC 
κεφαλοσπορινάσες είναι β-λακταµάσες τάξης C σύµφωνα µε τη µοριακή ταξινόµηση κατά 
Ambler. Τις συναντάµε σε όλα τα στελέχη A. baumannii καθώς το γονίδιο που τις 
εκφράζει είναι χρωµοσωµατικό και σχετίζεται άµεσα µε την αλληλουχία ISAba1. Η 
παρουσία τους εξασφαλίζει ανθεκτικότητα των στελεχών στις κεφαλοσπορίνες ενώ αφήνει 
ανεπηρέαστη τη δράση της κεφεπίµης και των καρβαπενεµών. 
Οι β-λακταµάσες τάξης Α είναι οι εκτεταµένου φάσµατος β-λακταµάσες (ESBLs, 
extended spectum β-lactamases). Τα ένζυµα αυτά έχουν ανιχνευθεί στα A. baumannii και 
κατέχουν ένα µεγάλο µερίδιο ευθύνης για την ανθεκτικότητα των µικροβίων. Η VEB-1 
υδρολύει την αµοξικιλίνη, την τικαρσιλίνη, την πιπερακιλίνη, την κεφοταξίµη, την 
κεφταζιδίµη και την αζτρεονάµη (Poirel et al. 1999). Το γεγονός αυτό όµως αντιστρέφεται 
µε την παρουσία του κλαβουλανικού οξέος και έτσι η β-λακταµάση ανιχνεύεται 
φαινοτυπικά από την παρατηρούµενη συνέργεια αυτών των αντιβιοτικών µε το 
κλαβουλανικό οξύ, η οποία επιτείνεται παρουσία κλοξακιλίνης που απενεργοποιεί τις 
ενδογενείς τύπου AmpC κεφαλοσπορινάσες στο A. baumannii (Poirel et al. 1999). Το 
γονίδιο που κωδικοποιεί την VEB 1 ανευρίσκεται σε ιντεγκρόνια τάξης 1. Η συγκεκριµένη 
β-λακταµάση ανιχνεύθηκε πρώτη φορά στη Γαλλία ενώ πλέον υπάρχουν αναφορές και 
από το Βέλγιο και την Αργεντινή. Η PER-1  και PER-2 υδρολύουν αποτελεσµατικά την 
αµοξικιλίνη, τη τικαρσιλίνη, τη κεφαλοθίνη και τις ευρέος φάσµατος κεφαλοσπορίνες. Η 
δράση τους αναστέλλεται από το κλαβουλανικό οξύ, τη σουλµπακτάµη, την ιµιπενέµη και 
τις κεφαµυκίνες. Το γονίδιο blaPER-1 είναι πλασµιδιακό αλλά και χρωµοσωµικό. Αναφορές 
για την PER-1 υπάρχουν από Γαλλία, Βέλγιο, Τουρκία, Ρουµανία, Κορέα και Η.Π.Α.  Η 
PER-2 έχει ανιχνευθεί στην Αργεντινή. Η φορεία του blaPER-1 έχει συσχετιστεί µε 
ιδιαίτερα λοιµογόνους κλώνους A. baumannii (Vahaboglu et al. 2001). Άλλες ESBLs που 
έχουν ανιχνευθεί σε αυτά τα µικρόβια είναι οι TEM-92 και -116 σε Ιταλία και Ολλανδία 
αντίστοιχα (Endimiani et al. 2007), οι SHV -12 σε Κίνα και Ολλανδία (Huang et al. 2004, 
Naiemi et al. 2005) και οι CTX-Μ-2 και CTX-M-43 σε Βολιβία και Ιαπωνία αντίστοιχα. 
TEM-1 και -2 στενού φάσµατος (narrow spectrum β-lactamases) έχουν επίσης ανιχνευθεί, 
ωστόσο η κλινική τους σηµασία είναι περιορισµένη, δεδοµένης της µικρής συµµετοχής 
τους στους µηχανισµούς αντοχής. Κανένα από τα προαναφερόµενα ένζυµα δεν ευθύνεται 
για την ανθεκτικότητα του A. baumannii στις καρβαπενέµες. Αυτό οφείλεται είτε στην 
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ύπαρξη οµάδας B κατά Ambler µεταλο β-λακταµασών ή οµάδας D κατά Ambler, 
οξακιλινάσες. Οι µεταλλο-β-λακταµάσες (MBLs) αναστέλλονται από την ύπαρξη  EDTA 
(χηλικός παράγοντας), ενώ οι οξακιλινάσες αναστέλλονται από την παρουσία NaCl. Αυτό 
βοηθά στην φαινοτυπική τους ανίχνευση στο εργαστήριο. Έτσι χρησιµοποιώντας διπλά Ε 
test ιµιπενέµης τα οποία από το ένα άκρο έχουν EDTA και από το άλλο όχι µπορούν να 





Εικόνα 10: Στέλεχος που παράγει IMP-1 µέταλλο β-λακταµάση. Η MIC της ιµιπενέµης 
µειώθηκε από 16 µg/ml σε < 1 µg/ml µετά την έκθεση σε EDTA (Walsh et al. 2002). 
Αφορά στέλεχος Serratia marcescens. 
 
 
Μέχρι σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί έξι group MBLs (IMP-like, VIM-like, NDM, SIM-
1, SPM-1 και GIM-1 enzymes) από τις οποίες µόνο οι τέσσερις πρώτες συναντώνται στα 
A. baumannii. Έχουν ανιχνευθεί έξι υπότυποι IMP ενώ πολύ σπάνια είναι η ανίχνευση 
VIM. Πιο συγκεκριµένα στην περιοχή της Βόρειας Κορεάς όπου επικρατεί η µέταλλο β-
λακταµάση VIM στις P. aeruginosa και τα Εντεροβακτηριακά ανιχνεύθηκε για πρώτη 
φορά η παρουσία VIM-2 και SIM-1 (Yum et al. 2002, Lee et al. 2003, Lee et al. 2005). Τα 
γονίδια που κωδικοποιούν τα συγκεκριµένα ένζυµα blaIMP, blaVIM και blaSIM εδράζονται 
σε πλασµιδιακό DNA και αυτό εξηγεί την µεταβίβασή τους στα Acinetobacter από αλλά 
µικρόβια π.χ Pseudomonas σε περιοχές όπως η Ιταλία και η Κορέα. Η υδρολυτική 
ικανότητα των MBLs απέναντι στις καρβαπενέµες είναι 100 -1000 φορές µεγαλύτερη από 
αυτή των οξακιλινασών ωστόσο, η ποσοτική υπεροχή των τελευταίων στο A. baumannii 
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είναι αυτό που τις καθιστά τον κύριο µηχανισµό αντοχής στις καρβαπενέµες. Γονίδιο που 
κωδικοποιεί οξακιλινάση ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά σε στέλεχος του 1985 στο 
Εδιµβούργο της Σκοτίας και ονοµάστηκε ARI-1. Μετά την αλληλούχισή του ονοµάστηκε 
blaOXA -23. Το ένζυµο αυτό (ΟΧΑ-23) συµβάλλει στην ανθεκτικότητα των A. baumannii 
έναντι στις καρβαπενέµες παγκοσµίως. Υποτύποι του συγκεκριµένου ενζύµου είναι οι 
OXA-27 και OXA-49. Άλλη οµάδα CHDLs (carbapenem-hydrolysing oxacillinases) είναι 
η OXA- 24, η OXA-25, η OXA-26 και η OXA-40 (Peleg et al. 2008). 
 
Εικόνα 11: Αντιβιόγραµµα δύο στελεχών A. baumannii. Στο (Α) υπάρχει έκφραση της 
OXA-40 οξακιλινάσης, ενώ στο (B) στέλεχος έχει γίνει απενεργοποίηση του ενζύµου. 
Οι ΟΧΑ-24 και ΟΧΑ-25 έχουν αποµονωθεί από ανθεκτικά στελέχη στην Ισπανία, ενώ 
η ΟΧΑ-26 στο Βέλγιο. Ένα τρίτο και πολύ σηµαντικό group CHDLs εµπεριέχει την OXA-
58. H OXA-58 β-λακταµάση περιγράφηκε το 2005 Poirel et al, 2005b σε ένα κλινικό 
στέλεχος A. baumannii της Γαλλίας ως πλασµιδιακή καρβαπενεµάση της µοριακής τάξης 
D κατά Ambler. Είναι πολύ κοντά δοµικά στα ένζυµα ΟΧΑ-51 και ΟΧΑ-69, ενώ έχει 
αποµονωθεί σε πάρα πολλές περιοχές όπως η Ρουµανία, η Ιταλία, η Τουρκία, η Αγγλία, η 
Αργεντινή, το Κουβέιτ, η Αυστρία συµπεριλαµβανοµένης και της Ελλάδας. Στη χώρα µας 
υπάρχουν κρούσµατα λοιµώξεων από τα συγκεκριµένα στελέχη σε µονάδες εντατικής 
θεραπείας και η διασπορά του αποτελεί σηµαντικό επιδηµιολογικό πρόβληµα (Pournaras 
et al. 2006). Η ΟΧΑ-58 είναι στενού φάσµατος β-λακταµάση που υδρολύει κυρίως 
πενικιλίνες. Η υδρόλυση της ιµιπενέµης είναι µικρή ενώ η ΟΧΑ-58 δεν υδρολύει τη 
µεροπενέµη, εάν και η συγγένεια του ενζύµου είναι µεγάλη για το υπόστρωµα αυτό. Το 
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ένζυµο αναστέλλεται µερικώς από το κλαβουλανικό οξύ, την ταζοµπακτάµη και τη 
σουλµπακτάµη αλλά η αναστολή είναι ισχυρή από το NaCl.  Για να συνοψίσουµε, µέχρι 
στιγµής υπάρχουν τρεις κύριες κατηγορίες CHDLs είναι οι OXA-23-like, OXA-40-like, 
και OXA-58. Ωστόσο το 2009 από ένα στέλεχος που αποµονώθηκε στη Βραζιλία το 2004 
αποµονώθηκε µία καινούρια καρβαπανεµάση η 0ΧΑ-143. Το στέλεχος αυτό ήταν 
ανθεκτικό στις καρβαπενέµες αλλά καµία γνωστή καρβαπανεµάση δε µπορούσε να 
αποµονωθεί από το γονιδίωµά του. Μελέτες που ακολούθησαν, αποκάλυψαν την 
παρουσία µίας καινούριας καρβαπανεµάσης της ΟΧΑ-143, η οποία υδρολύει πενικιλίνη, 
την οξακιλίνη, την µεροπενέµη και την ιµιπενέµη αλλά όχι  ευρέως φάσµατος 
κεφαλοσπορίνες. Η ΟΧΑ-40 φαίνεται ότι είναι η πιο κοντινή καρβαπανεµάση στην 
καινούρια ΟΧΑ-143 καθώς υπάρχει οµολογία στην αλληλουχία της κατά 88% (Higgins et 
al. 2009).  
Το 2008 στη Σουηδία πεθαίνει ασθενής από λοίµωξη ουροποιητικού. Ο συγκεκριµένος 
ασθενής ανέφερε στο ιστορικό του ταξίδι στην Ινδία (Νέο-Δελχί). Το υπεύθυνο παθογόνο 
που αποµονώθηκε ήταν µια K. pneumoniae. Ο µοριακός έλεγχος του στελέχους 
αποκάλυψε την παρουσία µίας νέας πλασµιδιακής β-λακταµάσης. Μέχρι το 2009 η νέα 
New Delhi metallo-β-lactamase 1 (NDM-1) είχε ταυτοποιηθεί σε 22 ανθεκτικούς στις 
καρβαπενέµες µικροοργανισµούς. Ειδικότερα είχε ταυτοποιηθεί σε 10 στελέχη Klebsiella, 
9 στελέχη E.Coli, 2 Enterobacter και ένα Morganella morganii. Μέχρι τα τέλη του 2010 
είχαν αναφερθεί όµοια στελέχη σε διάφορες περιοχές της Ινδίας, Πακιστάν, Μπαγκλαντές, 
Η.Π.Α, Καναδά, Κίνα, Ιαπωνία, Ηνωµένο Βασίλειο, Ισραήλ, Τουρκία, Αυστραλία, 
Γαλλία, Κένυα, Σιγκαπούρη. Τα περισσότερα περιστατικά εκτός Ινδίας περιορίζονταν σε 
ασθενείς που στο ατοµικό τους ιστορικό ανέφεραν µία επίσκεψη στην συγκεκριµένη 
χώρα. Η µεγάλη ανησυχία για την καινούρια αυτή β-λακταµάση  προκύπτει από την 
ικανότητα της να υδρολύει όλα τα β-λακταµικά αντιβιοτικά συµπεριλαµβανοµένων και 
των καρβαπενεµών. Μοιράζεται 20-33% κοινή αλληλουχία µε τις άλλες µέταλλο-β-
λακταµάσες, ωστόσο η κρυσταλλογραφία της NDM-1 µε ακτίνες Χ παρουσιάζει δοµικές 
διαφορές οι οποίες την καθιστούν πιο ενεργή και αυξάνουν την υδρολυτική της ικανότητα 
σε σχέση µε τις προαναφερόµενες (Moellering C et al. 2010). 
Στην Ευρώπη οι περισσότερες βιβλιογραφικές αναφορές για NDM-1 αφορούν 
ασθενείς οι οποίοι βρέθηκαν στις υψηλά ενδηµικές περιοχές και απλά µετέφεραν το 
στέλεχος. Στην Τσεχία έχουµε την αναφορά και διασπορά στελέχους A. baumannii NDM-
1 από ασθενή οποίος επαναπατρίστηκε στην Τσεχία τον Ιούλιο του 2011 από την Αίγυπτο 
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(HrabákJ et al. 2012) ενώ αναφορές υπάρχουν και από το Βέλγιο (Bogaerts et al. 2012). 
Επίσης, το 2010 είχαµε την ανίχνευση KPC (β– λακταµάση τάξης Α κατά Ampler), στο 
Πουέρτο Ρίκο (Robledo et al. 2010). Η αλληλούχιση µάλιστα του γονιδίου απεκάλυψε 
εκτός από τα συνήθη αλλήλια (KPC-2, -3, -4) και ένα νέο το KPC -10. Τέλος στην Γαλλία 
ανιχνεύθηκε µία κανούρια ESBL (GES-14) η οποία διαφέρει από την GES-1 διότι 
φαίνεται να έχει δράση ακόµα και στην Αζτρεονάµη και στις Καρβαπενέµες (Bonnin et al. 
2011). 
 




Described in association with Isolated in Reference 
IMP-1 B 
 
Plasmid/ Integron Class I Italy, Japan, North Korea, India Sung JY 2008, Telang et 
al.,2011 
IMP-2 Plasmid/  Integron Class I Italy, Japan Riccio et al., 2000 
IMP-4 Plasmid/  Integron Class I Hong Kong Chu et al., 2001 
IMP-5 Plasmid/  Integron Class I Portugal Da Silva et al., 2002 
Domingues et al., 2011 
IMP-6 ? Brazil  Gales et al., 2003 
IMP-8 ? China Wang et al., 2007 
IMP-11 ? Japan Yamamoto et al., 2011 
 IMP-19 ? Japan 
VIM-2 Plasmid/ /  Integron Class I North Korea Yum et al., 2002 
VIM-1 Plasmid/ /  Integron Class I Greece Tsakris et al., 2006 
VIM-3 Plasmid/ /  Integron Class I Taiwan Lee et al., 2008 
VIM-4 Plasmid/ /  Integron Class I Greece Figueiredo et al., 2008 
VIM-11 ? Taiwan Lu et al., 2008 
SIM-1 Plasmid/ /  Integron Class I 
 
North Korea, China Lee et al., 2005 
Zhou et al., 2011 
NDM-1 
 
Chromosomal/ Is /Tn 
Plasmid 
India, Germany, Algeria, Belgium, 
Bangladesh, Czech 
China 
Bogaerts et al., 2012,  
Boulanger et al., 2012, Nemec 
et al., 2012Islam et al., 2012; 
Chen et al, 2011 
NDM-2 Chromosomal Germany, Egypt Israel, Arab 
Emirates 
Kaase et al.,,2011,  Espinal et 
al.,2011, Ghazawi et al., 2012 
KPC-2 A ? Puerto Rico Robledo et al., 2010 
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IS, Insertion sequence; Tn, transposon; AbaR, resistance island 
 
Εκτός από τα παραπάνω ένζυµα, εµπλέκονται και άλλοι µηχανισµοί στην 
ανθεκτικότητα του A. baumannii στις καρβαπενέµες, όπως η ελαττωµένη διαπερατότητα 
λόγο µειωµένης έκφρασης πορινών (CarO) (Mussi et al. 2005, Limansky et al. 2002,). Οι 
πορίνες σχηµατίζουν κανάλια στην εξωτερική µεµβράνη των Gram αρνητικών βακτηρίων, 
εξυπηρετώντας διάφορους σκοπούς όπως τη διακυτταρική προσκόλληση και την 
πρόσδεση βακτηριοκτόνων ουσιών. Συνεπώς η µειωµένη έκφραση των πορινών 
συνεπάγεται και µειωµένη δράση των αντιβιοτικών. Άλλος µη ενζυµατικός µηχανισµός 
είναι η ύπαρξη αντλιών ενεργητικής εκροής (Fournier et al. 2006) µε περισσότερο 
µελετηµένη την αντλία AdeABC. Οι αντλίες εκροής είναι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες  που 
KPC-3 
 
 ? Puerto Rico 
KPC-4 ? Puerto Rico 
KPC-10 ? Puerto Rico 
GES-14 Plasmid/ Integron Class 1 France, Belgium Bonnin et al., 2011 
Bogaerts et al., 2010 























Afzal-Shah et al., 2001 
D’Arezzo 2011 
Brown et al., 2005 



















Spain, Portugal, Usa, China, South 
Korea, Taiwan, Italy, Spain France, 
Brazil 
Bou et al., 200cWang et al., 
2007Afzal-Shah et al., 
2001Quinteira et al., 2007 Ruiz 
et al., 2007Werneck et al., 











Chromosomal / Plasmid/IS 
 
France, Spain, Italy, Greece, UK, 




Poirel et al 2006 Pournaras et 
al., 2006Tsakris et al. 2008; 
Zarrilli et al 2008Giannouli et al 
2009; Gogou et al. 2011  




 Plasmid Brazil Higgins et al., 2009Gionco et 
al., 2012 
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λειτουργούν ως υπεύθυνες για την ενεργό αποβολή τοξικών ουσιών και µεταβολικών 
προϊόντων από το κύτταρο. Πιο συγκεκριµένα η AdeABC αποτελείται από τρία δοµικά 
στοιχεία µια µεµβρανική πρωτεΐνη που εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη, µία πορίνη 
που βρίσκεται στην εξωτερική µεµβράνη και µία πρωτεΐνη που ενώνει τις δύο 
προηγούµενες και εντοπίζεται στον περιπλασµικό χώρο έτσι ο µικροβιακός παράγοντας 
εκτοπίζεται από το βακτήριο χωρίς να συσσωρεύεται στον περιπλασµικό χώρο. 
Υπερέκφραση της αντλίας AdeABC προκαλεί αντοχή σε αµινογλυκοσίδες, β-λακτάµες, 
χλωραµφαινικόλη, ερυθροµυκίνη και τετρακυκλίνες (Magnet et al. 2001, Marchand et al. 
2004, Nemec et al. 2007). Ο τελευταίος µη ενζυµικός µηχανισµός αντοχής είναι η 
µειωµένη έκφραση πενικιλλινοδεσµευτικών πρωτεινών (PBPs). Το 1965, ο James Park και 
ο Jack Strominger ανακάλυψαν ανεξάρτητα ο ένας από τον άλλον ότι η πεινικλλίνη 
παρεµποδίζει το τελευταίο βήµα της σύνθεσης του κυτταρικού τοιχώµατος, δηλαδή τη 
διασύνδεση των διαφορετικών αλυσίδων της πεπτιδογλυκάνης (Macheboeuf et al. 2006). 
Η πεπτιδογλυκάνη είναι ένα λεπτό στρώµα, το οποίο καθορίζει τη µορφολογία του 
κυττάρου, του παρέχει ωσµωτική προστασία και συµµετέχει στο κυτταρικό µεταβολισµό. 
Η σύσταση της βασίζεται σε πολυµερείς αλύσους των δισακχαριδικών υποµονάδων 
GlcNAc (N-ακετυλογλυκοζαµίνη) και MurNAc (Ν-ακετυλοµουραµικό οξύ). Αυτές οι 
αλυσίδες συνδέονται µέσω πενταπεπτιδίων και η διασύνδεση τους είναι αρκετά 
πολύπλοκη και περιλαµβάνει αρκετά ένζυµα όπως οι PBPs. Οι PBPs µπορεί να έχουν 
δράση γλυκοζυλτρανσφεράσης (GT) και ταυτόχρονη δράση τρανσπεπτιδάσης (ΤΡ) για τη 
σύνδεση των πενταπεπτιδίων ή µόνο τρανσπεπτιδάσης. Αναστολή οποιασδήποτε από τις 
δύο δραστικότητες αυτών των ενζύµων προκαλεί εξασθένιση της πεπτιδογλυκάνης και εν 
συνεχεία κυτταρικό θάνατο (Gordon et al. 2000). Τελικά, συµπεραίνουµε ότι η µειωµένη 
έκφραση αυτών των πρωτεϊνών οδηγεί σε επιβίωση του µικροβίου.  
Αµινογλυκοσίδες:  
Οι µηχανισµοί αντοχής που έχουν περιγραφεί για τις αµινογλυκοσίδες είναι κυρίως 
ενζυµικοί. Σε ιντεγκρόνια τάξης I του A. baumannii έχουν ταυτοποιηθεί γονίδια που 
εκφράζουν ένζυµα όπως ακετυλτρανσφεράσες, νουκλεοτιδυλτρανφεράσες και 
φωσφοτρανφεράσες τα οποία προσδίδουν αντοχή στια συγκεκριµένα αντιβιοτικά. 
Πρόσφατα (Doy et al. 2007) περιγράφηκε και το γονίδιο armA (aminoglycoside resistance 
methylase) σε στελέχη από την Ιαπωνία, την Κορέα και τις Η.Π.Α.. Το γονίδιο αυτό είναι 
πλασµιδιακά εδραζόµενο στο (Tn1548) τρασποζόνιο και είναι υπεύθυνο για τη για τη 
µεθυλίωση του 16S rRNA  συµβάλλοντας στην υψηλού βαθµού αντοχή των µικροβίων σε 
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κλινικά σηµαντικές αµινογλυκοσίδες όπως η γενταµικίνη, η τοµπραµυκίνη και η 
αµικασίνη. Συµµετοχή στο µηχανισµό έχουν και αντλίες εκροής όπως η AdeABC και η πιο 
πρόσφατα µελετηθείσα AdeM (Su et al. 2005). 
Κινολόνες:  
Οι κύριοι µηχανισµοί που έχουν περιγραφεί στις κινολόνες είναι µεταλλάξεις ένζυµων, οι 
οποίες δυσχεραίνουν τη δράση του αντιβιοτικού. Στο A. baumannii έχουν περιγραφεί 
µεταλλάξεις στην DNA γυράση ή Τοποισοµεράση IV που αφορούν τα γονίδια  gyrA και 
parC (Hamouda et al. 2004). Συµµετοχή έχουν και εδώ οι αντλίες εκροής AdeABC και 
AdeM. Οι µηχανισµοί αντοχής στις κινολόνες οφείλονται µέχρι στιγµής σε χρωµοσωµικά 
επαγόµενα ένζυµα, αφού δεν έχει αναφερθεί πλασµιδιακά σχετιζόµενη αντοχή στις 
κινολόνες στο A.baumannii. 
Τετρακυκλίνες	  και	  γλυκυλκυκλίνες:	   
Ειδικές αντλίες εκροής έχουν περιγραφεί ως ο κύριος µηχανισµός αντοχής για τις 
τετρακυκλίνες. Τα δύο γονίδια που έχουν περιγραφεί στο A. Baumannii είναι το Tet(A) 
και το Tet(B) (Guardabassi et al. 2000). Πιο συγκεκριµένα το Tet(A) είναι υπεύθυνο για 
την αντοχή στην τετρακυκλίνη, όχι όµως για τη µινοκυκλίνη ένα αντιβιοτικό το οποίο 
φαίνεται ιδιαίτερα αποτελεσµατικό έναντι στο συγκεκριµένο µικρόβιο. Συµµετοχή έχει και 
εδώ η αντλία AdeABC η οποία αποτελεί και του κύριο µηχανισµό αντοχής που έχει 
αναπτύξει το A. baumannii στην καινούρια κατηγορία αντιβιοτικών τις γλυκυλκυλίνες µε 
κυριότερο εκπρόσωπο την τιγκεκυκλινη. Μελέτες µε realtime PCR παρουσιάζουν ότι η 
αυξηµένη έκφραση του γονιδίου adeB υπεύθυνο για την αντλία AdeABC συνοδεύεται και 
από αύξηση των MIC της τιγκεκυκλινης στα συγκεκριµένα στελέχη (Peleg et al. 2007). Η 
µεγάλη σηµασία της συγκεκριµένης αντλίας εκροής στην τιγκεκυκλίνη επιβεβαιώθηκε µε 
πειράµατα απενεργοποίησης του ενζύµου adeB το οποίο οδήγησε σε αξιοσηµείωτη πτώση 
της MIC της (Ruzin et al. 2007). 
Πολυµυξίνη:  
Παρόλο τα πρόσφατα δεδοµένα που παρουσιάζουν αντοχή ή ετεροαντοχή του A. 
baumannii στην πολυµυκίνη ο µηχανισµός παραµένει υπό διερεύνιση. Για το E. Coli, την 
P. aerurinosa και τη Salmonella spp. η βιβλιογραφία αναφέρει µειωµένη συγγένεια µε το 
στόχο δράσης της πολυµυκίνης το λιποπολυσακχαρίδιο (LPS) (Conrad et al. 1989) και 
αλλαγές στις OMPs (αφορά µόνο P.aeruginosa) (Young et al. 1992). Αντίστοιχα για το A. 
baumannii η ανθεκτικότητα οφείλεται κυρίως σε δύο λόγους: πρώτον µείωση του 
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αρνητικού φορτίου της εξωτερικής µεµβράνης του A. baumannii λόγω τροποποίησης του 
λιπιδίου A το οποίο είναι βασικό συστατικό του βακτηριακού λιποπολυσακχαριδίου (LPS) 
και δεύτερον αποδόµηση και αποβολή του αντιµικροβιακού παράγοντα από αντλίες 
εκροής. Σηµειακές µεταλλάξεις  και µεταθέσεις στα γονίδια pmrAκαι pmrB του µικροβίου 
συσχετίζονται µε αύξηση της MIC της κολιστίνης. Το σύστηµα pmrAB είναι σηµατικό 
στο βακτήριο για την αντίληψη του περιβαλλοντικού PH και την συγέντωση ιόντων 
(Adams et al. 2009). Η πολυµυκίνη παράµένει πάντως ακόµα και σήµερα η µοναδική 
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Πίνακας 6: (Peleg et al. 2008). Οι κυριότεροι µηχανισµοί αντοχής των A. baumannii      
ανά κατηγορία αντιβιοτικών. 
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ΙΙα. Σκοπός της µελέτης 
Σκοπός της παρούσας µελέτης είναι η διερεύνηση της πληθυσµιακής εξέλιξης των 
ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii από διάφορες γεωγραφικές 
περιοχές του Ελληνικού χώρου και ο προδιορισµός της προέλευσης των επιδηµικών 
κλώνων. Τµήµα της µελέτης αποτέλεσε και η ανίχνευση εκείνων των ενζύµων τα οποία 
προσδίδουν την αντοχή στις καρβαπενέµες. Την περίοδο έναρξης της έρευνας τα σχετικά 
επιδηµιολογικά ευρήµατα για τον ελλαδικό χώρο ήταν ανύπαρκτα, παρά τα αξιοσηµείωτα 
υψηλά ποσοστά αντοχής στη χώρα µας, ενώ σε αρκετές Ευρωπαϊκές χώρες έχουν 
πραγµατοποιηθεί σχετικές µελέτες και έχουν προκύψει αντίστοιχα επιδηµιολογικά 
δεδοµένα. Σε παγκόσµιο επίπεδο αντίστοιχες βιβλιογραφικές αναφορές αναφέρονται σε 
ικανοποιητικό βαθµό από τις αναπτυγµένες χώρες, υστερώντας στα αναπτυσσόµενα κράτη. 
Η µελέτη έγινε µε σκοπό τη διερεύνηση της επιδηµιολογίας του A. baumannii στον 
ελληνικό χώρο, ώστε τα ευρήµατα να συµβάλλουν στην κατανόηση του προβλήµατος των 
λοιµώξεων από ανθεκτικά στελέχη και την αντιµετώπιση αυτών. Στην παρούσα µελέτη 
χρησιµοποιήθηκαν περισσότερο οι πιο ευρέως αποδεκτές µέθοδοι τυποποίησης MLST 
(Multilocus sequence typing), που από την πρόσφατη βιβλιογραφία φαίνεται ότι αποτελεί 
τη µέθοδο εκλογής για την διερεύνηση της πληθυσµιακής δοµής των A. baumannii σε 
εθνικό και διεθνές επίπεδο.  
 
ΙΙβ. Υλικά & µέθοδοι 
Στη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν (652) κλινικά στελέχη A. baumannii τα οποία 
αποµονώθηκαν από 8 διαφορετικά νοσοκοµεία σε τέσσερις διαφορετικές γεωγραφικές 
περιοχές στην Ελλάδα, σε βάθος δεκαετίας (2000-2009). Πιο συγκεκριµένα, 369 στελέχη 
αποµονώθηκαν στο Περιφερειακό Πανεπιστηµιακό Γενικό Νοσοκοµείο Λάρισας 
(ΠΠΓΝΛ) δυναµικότητας 700 κλινών που εξυπηρετεί τον πληθυσµό της ευρύτερης 
περιφέρειας της Θεσσαλίας, 17 στελέχη στο Γενικό Νοσοκοµείο Αθηνών Κοργιαλένειο – 
Μπενάκειο (Ελληνικός Ερυθρός Σταυρός – ΕΕΣ) δυναµικότητας 400 κλινών, 40 στελέχη 
στο Γενικό Περιεφερειακό Νοσοκοµείο Αττικής ΚΑΤ (860 κλίνες), 60 στελέχη στο 
Περιφερειακό Γενικό Νοσοκοµείο Πειραιά “Τζάνειο” (600 κλίνες), 70 στελέχη στο 
Περιφερειακό Γενικό Νοσοκοµείο Αθηνών Ιπποκράτειο (600 κλίνες)   που εξυπηρετεί τον 
πληθυσµό της ευρύτερης περιφέρειας του νοµού Αττικής, 31 στο Γενικό Νοσοκοµείο 
Σερρών δυναµικότητας 400 κλινών που εξυπηρετεί πληθυσµό 200.000 κατοίκων, 30 
στελέχη στο Γενικό Νοσοκοµείο Θεσσαλονίκης Ιπποκράτειο (δύναµης 910 κλινών) και 35 
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στελέχη στο Κεντρικό Νοσοκοµείο Νοσηµάτων Θώρακος “Παπανικολάου” (700 κλίνες). 
Στο σύνολο των στελεχών (Ν=652) το 60% (n=391)  προήλθε από Μ.Ε.Θ, το 19% 
(n=124) από χειρουργικές κλινικές, το 15% (n=98) από παθολογικές κλινική και το 6% 
(n=39) από πνευµονολογικές κλινικές. Η πηγή αποµόνωσης (source) των στελεχών ήταν 
45% βρογχικό έκκριµα, 20% αίµα, 14% τραύµατα και 11% καθετήρες (κεντρικούς 
φλεβικόυς καθετήρες-περιτοναϊκοί καθετήρες), 9% ούρα και 1% διάφορα υλικά. Όλα τα 
στελέχη συντηρήθηκαν σε δύο ή περισσότερα αντίγραφα σε θρεπτικό ζωµό Mueller 
Hinton Broth (Biolife, Milano, Italy) µε περιεκτικότητα γλυκερόλης 16% w/v (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) στους – 80 οC. Η αρχική φαινοτυπική ταυτοποίηση των 
στελεχών έγινε µε το αυτοµατοποιηµένο σύστηµα VITEK® 2 (bioMerieux, Inc.) 
χρησιµοποιώντας την κάρτα GN.  
Πίνακας 7: Τα στελέχη της συλλογής ανάλογα µε το υλικό αποµόνωσης. 
 
Νοσοκοµείο Δείγµατα Σύνολο 
Αίµα Ούρα Βρογχικό 
έκκριµα 
Τραύµα Καθετήρες Διάφορα 
ΠΠΓΝΛ 74 33 164 53 43 2 369 
ΕΕΣ 5 2 8 - - 2 17 
Γ.Π.Ν.Α ΚΑΤ 8 4 16 7 5 - 40 
Π.Γ.Ν.Π Τζάνειο 12 5 27 8 7 1 60 
Γ.Ν.Α Ιπποκράτειο 13 7 30 11 9 - 70 
Γ.Ν.Θ. Ιπποκράτειο 5 3 14 4 4 - 30 
Γ.Ν.Θ. 
Παπανικολάου 
6 3 15 5 4 2 35 
Γ.Ν.Σερρών 7 2 19 3 - - 31 
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1. Μελέτη ευαισθησίας στελεχών και ταυτοποίησης 	  
Όλα τα στελέχη της συλλογής έχουν ελεγχθεί βάσει του αυτοµατοποιηµένου συστήµατος 
VITEK® 2 (bioMerieux, Inc.) χρησιµοποιώντας τις κάρτες AST-GN13, AST-EXN3, AST-
N117, AST-XN8 και AST-N103. Οι τελευταίες τρεις αποτελούν αναβαθµίσεις των δύο 
προηγούµενων καρτών. Αξίζει να αναφερθεί ότι όλα τα στελέχη ήταν ευαίσθητα στην 
κολιστίνη. Το VITEK® 2 αποτελεί το αυτοµατοποιηµένο σύστηµα το οποίο 
χρησιµοποιείται µέχρι στιγµής στην ρουτίνα για την ταυτοποίηση των µικροβίων στα 
περισότερα µικροβιολογικά εργαστήρια των νοσοκοµείων. Βασίζεται στην ανίχνευση 
όπως ήδη έχει αναφερθεί γνωστών βιοχηµικών και φυσιολογικών ιδιοτήτων δίνοντας 
αποτέλεσµα σε λιγότερο από 10h. Ωστόσο λόγω της περιορισµένης βάσης δεδοµένων και 
υποστρωµάτων η ταυτοποίηση του A. baumannii είναι προβληµατική. Πιο συγκεκριµένα 
έχουµε ήδη αναφέρει πως το A. baumannii, το Acinetobacter genomic species 3,  και το 
Acinetobacter genomic species 13TU δεν µπορούν να διακριθούν από το συγκεκριµένο 
σύστηµα ταυτοποίησης. Συνεπώς από τo Vitek η ταυτοποίηση τέτοιου  µικροβίου πρέπει 
να ορίζεται ως Acinetobacter baumannii complex ενώ η ταυτοποίηση του είδους ως A. 
baumannii γίνεται µε την ανίχνευση της χρωµοσωµικά επαγώγιµης οξακιλλινάσης, 
blaOXA51-like.  
2. PFGE Τυποποίηση των στελεχών  
Στη συνέχεια επιλέγησαν 94 στελέχη, έτσι ώστε να εµπεριέχονται στην συλλογή στελέχη 
που επιλέχθηκαν τυχαία από κάθε υπό µελέτη περιοχή και κάθε νοσοκοµείο, καλύπτωντας 
το χρονικό εύρος της δεκαετίας. Στην συλλογή εµπεριέχονται στελέχη ανθεκτικά αλλά και 
ευαίσθητα στις καρβαπενέµες. Τα επιλεγµένα στελέχη τυποποιήθηκαν µε 
µακροπεριοριστική πέψη του γενωµικού DNA µε το περιοριστικό ένζυµο ApaI (Fermentas 
GmbH, St. Leon-Rot, Germany) και την ακόλουθη ανάλυση των νουκλεϊνικών τµηµάτων 
µε ηλεκτροφόρηση σε µεταβαλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE, Pulsed Field Gel 
Electroforesis). Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαµε και εφαρµόζεται για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα στο εργαστήριό µας είναι το εξής: 
1. Τα στελέχη επωάσθηκαν σε Tryptic Soy Broth (Biolife) στους 37 οC για 18 ώρες και 
τα εναιωρήµατα φωτοµετρήθηκαν για να αραιωθούν µε τον αντίστοιχο όγκο νερού και να 
αποκτήσουν πυκνότητα ίση µε 4.0 της κλίµακας Mc Farland. 
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2. Όγκος 500 µl φυγοκεντρήθηκε στις  13000 rpm για 2 λεπτά και το ίζηµα 
εναιωρήθηκε σε 100 µl διαλύµατος PIV (0.01 mM Tris-HCl pH 8. 0, 1 M NaCl). 
3. Παρασκευάστηκε 2% αγαρόζη χαµηλού σηµείου τήξεως (LMT–Low Melting 
Temperature Agarose–Cambrex Bio Science Rock land Inc., ME, USA) σε 10 ml 
διαλύµατος PIV και διατηρήθηκε µαζί µε τα εναιωρηµένα στελέχη στους 42 οC για 10 
λεπτά. 
4. Όγκος 100 µl αγαρόζης αναµείχθηκε µε το δείγµα και ετοιµάσθηκαν 7 πλακίδια 
µείγµατος αγαρόζης-µικροβίου (από 20 µl) για κάθε στέλεχος, ανάµεσα σε υάλινες 
επιφάνειες. Τα πλακίδια έµειναν στους -30 οC για 5 λεπτά αυστηρά και στη συνέχεια σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. 
5. Τα πλακίδια επωάστηκαν µέσα σε 500 µl διαλύµατος EC (6 mM Tris pH 8.0,                       
1 M NaCl, 100 mM EDTA pH 8.0, 0.2% Nadeoxycholate, 0.5% Nalaurylsarcosine) που 
περιείχαν 100 µg/ml λυσοζύµης (Sigma-Aldrich) και 50 µg/ml RNaseA (Sigma-Aldrich) 
στους 37 οC για τουλάχιστον 6 ώρες. 
6. Το EC διάλυµα αντικαταστάθηκε από 500 µl ES (0.5 M EDTA pH 9.0, 1% sarcosyl) 
διαλύµατος που περιείχε 1 mg/ml πρωτεϊνάση Κ (Sigma-Aldrich) και τα πλακίδια 
επωάσθηκαν ολονύκτια στους 55 οC. 
7. Ακολούθησε πλύσιµο των πλακιδίων 5 φορές για 30 λεπτά κάθε φορά µε 2 ml 
διαλύµατος ΤΕ (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0). 
8. Έγινε πέψη ενός πλακιδίου από κάθε στέλεχος µέσα σε 40 µlB+buffer 1X µε               
40U περιοριστικού ενζύµου ApaI (Fementas) στους 37 οC για τουλάχιστον 6 ώρες. 
9. Έγινε ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη 1% ειδική για ηλεκτροφόρηση σε 
µεταβαλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (Agarose for PFGE: Running Gel- Sigma-Aldrich) που 
παρασκευάσθηκε σε διάλυµα 0.5Χ ΤΒΕ (BioRad, Hercules, CA, USA) και σε συσκευή 
CHEF-DRIII (BioRad) µε 2 lt 0.5Χ ΤΒΕ και τις εξής συνθήκες: initial switch time 5 sec, 
final switch time 35 sec, total time 18 hours, volts/cm 6, angle 160ο, temperature 11.3 οC. 
Ως µάρτυρας µοριακού βάρους χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό σκεύασµα 
PULSEMARKERTM 50–1,000 kb (Sigma-Aldrich) που περιέχει τεµάχια γενώµατος λ 
φάγου γνωστού µεγέθους. 
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Τα κριτήρια βάση των οποίων έγινε η αξιολόγιση της ηλεκτροφόρησης είναι όπως 
προαναφέραµε  τα κριτήρια από τους Tenover et al. δηµοσιευµένα το 1995.  
 
 
Εικόνα 13: Σχηµατική αναπαράσταση της τεχνικής τυποποίησης PFGE. 
 
Τα αποτελέσµατα από την PFGE έδωσαν την δυνατότητα κλωνικής ταξινόµησης των 
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Πίνακας 8: Τα 94 επιλεγµένα στελέχη της µελέτης, ταξινοµηµένα κατά οµάδες               
µε το ίδιο PFGE πρότυπο  
Strain Source Hospital Year Isolates with 
identical PFGE 
profile 
1 Blood RedCross/Athens 2002 4 
2 Blood RedCross/Athens 2002 6 
3 Bronchial RedCross/Athens 2002 1 
4 Blood RedCross/Athens 2002 1 
5 Dequbitus ulcer University/ Larissa 2008 2 
6 Blood University/ Larissa 2008 2 
7 Blood KAT/Athens 2001 1 
8 Bronchial KAT/Athens 2001 13 
9 Drainage Hippokration /Athens 2003 1 
10 Bronchial Tzaneion/Athens 2002 5 
11 Bronchial Tzaneion/Athens 2002 2 
12 Pus Hippokration /Athens 2003 1 
13 Bronchial Hippokration /Athens 2003 3 
14 Blood Hippokration /Athens 2003 1 
15 Blood Hippokration/Thessaloniki 2003 1 
16 Blood Hippokration/Thessaloniki 2004 1 
17 Bronchial University/ Larissa 2007 1 
18 Bronchial University/ Larissa 2007 1 
19 Urine Hippokration/Thessaloniki 2003 1 
20 Blood Tzaneion/Athens 2004 4 
21 Wound University/ Larissa 2007 3 
22 Broncial General/Serres 2005 2 
23 Blood General/Serres 2005 2 
24 Dequbitus ulcer University/ Larissa 2007 11 
25 Bronchial Papanikolaou/Thessaloniki 2007 24 
 
Η ταυτοποίηση του είδους των στελεχών ως A. baumannii επιβεβαιώθηκε εκ νέου µε 
PCR για το ενδογενές γονίδιο blaOXA-51 σε όλα τα επιλεγµένα στελέχη (Turton et al. 
2006α) χρησιµοποιώντας εκκινητές και συνθήκες που έχουν περιγραφεί στη βιβλιογραφία 
(πίνακας 9). Εν συντοµία αναφέρονται οι συνθήκες της PCR: 94 οC για 2 min / 94οC 1 
min, 53οC 1 min , 72οC 1 min για 35 κύκλους / 72 οC 10 min. Το προιόν PCR που 
προκύπτει αναµένεται στην ηλεκτροφόρηση που ακολουθεί να έχει µέγεθος 825 bp 
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(Turton et al. 2006α). H οριστική ταυτοποίηση των στελεχών της µελέτης µας ως A. 
baumannii επιβεβαιώθηκε µετά την ταξινόµησή τους σε ειδικούς για A. baumannii 
κλώνους µε την µοριακή επιδηµιολογική µέθοδο MLST (ειδικοί για A. baumannii ST-
τύποι, περιγράφονται παρακάτω). 
 
3.Μοριακή ανίχνευση καρβαπανεµασών 
Στα 94 επιλεγµένα στελέχη διενεργήθηκε PCR για όλα τα γονίδια που κωδικοποιούν 
γνωστές καρβαπενεµάσες σε A. baumannii (blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-58, blaIMP, blaVIM, 
blaSIM). Οι εκκινητές (primers) και οι συνθήκες PCR προέκυψαν από την υπάρχουσα 
βιβλιογραφία και καταγράφονται στον ακόλουθο πίνακα (πίνακας 9). Η αλληλουχίση των 
προϊόντων της PCR προσδιορίστηκε από εταιρεία παροχής αντίστοιχων υπηρεσιών (Lark 
Technologies, Essex, UK) για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων και την ανεύρεση 
τυχόν µεταλλάξεων. 
Πίνακας 9: Αλληλουχίες εκκινητών και συνθήκες PCR που χρησιµοποιήθηκαν για τις 
σηµαντικότερες καρβαπανεµάσες. 
Γονίδιο 
Αλληλουχία εκκινητή  
(5΄à  3΄) 
Μέγεθος  
Προϊόντος 







tga aca tta aaI cac tct t 825 
94 οC 2 min 
94οC 1 min 
53οC 1 min (x 
35) 
72οC 1 min 
72 οC 10 min 






cga tca gaa tgt tca agc gc 528 Heritier et al, 2005b 





gat gtg tca tag tat tcg tcg 1062 
Afzal-Shah et al, 2001 





gta cta atc aaa gtt gtg aa 1023 
R ttc ccc taa cat gaa ttt gt 
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cta ccg cag cag agt ctt tg 587 Senda et al, 1996 





atg gtg ttt ggt cgc ata tc 510 Nordmann et al, 2002 









4.Μοριακή τυποποίηση ΜLST 
 
Σχήµα Epub MLST (Bartual et al.) 
Η πρώτη προσπάθεια µοριακής τυποποίησης των στελεχών έγινε µε το σχήµα του Bartual 
et al. 2005. Τα αποτελέσµατα ωστόσο δεν ήταν ικανοποιητικά. Σε αρκετά στελέχη ήταν 
αδύνατον να αποµονώσουµε προϊόν  PCR για όλα τα γονίδια του σχήµατος. Το γεγονός 
έχει αποδοθεί σε ποικιλοµορφία των γονιδιακών σηµείων στα οποία υβριδίζουν οι 
αλληλουχίες του παραπάνω σχήµατος, λόγω µεταλλάξεων. Στην παρακάτω εικόνα (εικόνα 
14) εξετάζονται δύο τυχαία στελέχη της συλλογής το Α και Β για την παραγωγή των 7 
γονιδίων του σχήµατος Bartual. Στην πρώτη θέση ηλεκτροφορείται πάντα ένας αρνητικός 
µάρτυρας, στην δεύτερη το Α στέλεχος και στην τρίτη το Β. Στις πρώτες τρεις θέσεις 
εξετάζουµε εάν εκφράζεται η κιτρική συνθάση κάνοντας χρήση των εκκινητών Citrato F1 
Citrato R12. Στην πρώτη θέση του αρνητικού µάρτυρα δεν παίρνουµε προιόν ενώ στη 
θέση 2 και 3 βλέπουµε ότι υπάρχει προϊόν γύρω στις 750 bp. Το προϊόν αυτό αντιστοιχεί 
σε αυτό που αναµένουµε, διότι το γονίδιο gltA που κωδικοποιεί την κιτρική συνθάση 
κυµαίνεται στις 722 bp. Το µέγεθος του γονιδίου υπολογίζεται µε βάση το Ladder 
(µάρτυρα 100-1000 bp). Στις επόµενες τρεις θέσεις εξετάζεται η παρουσία του γονιδίου 
της γυράσης ωστόσο στις θέσεις 5 και 6 δεν έχουµε προϊόν. Συνοψίζοντας, µε το σχήµα 
του Bartual καταφέραµε σε πρώτη φάση να έχουµε ειδικό προϊόν από τα γονίδια gltA 
(722bp), recA (425 bp) και cpn60 (479). Οι µπάντες που διακρίνονται στις υπόλοιπες 
θέσεις θεωρούνται µη ειδικά προιόντα για τα συγκεκριµένα γονίδια διότι αντιστοιχούν σε 
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µπάντες διαφορετικού µεγέθους από αυτές που αναµέναµε. Για το γονίδιο gpi αναµέναµε 
προιόν 508 bp ενώ το προιόν που προκύπτει από την ηλεκτροφόρηση είναι σίγουρα 
µικρότερο από 400 bp. Oµοίως και για το γονίδιο gdhB το αναµενόµενο προϊόν ήταν 775 
bp ενώ αυτό που προέκυψε από την ηλεκτροφόρηση είναι περίπου 450 bp. Πρέπει να 
σηµειωθεί επίσης ότι στις θέσεις 8 και 17 υπάρχουν µπάντες αντίστοιχες µε αυτές στις 
θέσεις 9 και 18. Η επεξεργασία της εικόνας δεν αρκεί για να αποκαλυφθούν έντονα.    
Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνονται και από την πρόσφατη µελέτη από τους 
Hamounda et al. 2010 η οποία παρουσιάζει τα γονίδια  gpi και gyrB του σχήµατος Bartual 
µη ειδικά για φυλογενετικές µελέτες λόγω της οριζόντιας γονιδιακής µεταφοράς τους. 
Παρόλες τις προσπάθειες (αλλαγή συνθηκών της PCR και τροποποίηση των εκκινητών) το 
συγκεκριµένο πρωτόκολο ήταν αδύνατο να τυποποιήσει τα στελέχη της συλλογής. Τέλος 
αξίζει να αναφερθεί η αλληλουχία όλων των προϊόντων της PCR προσδιορίστηκε από 
εταιρεία παροχής αντίστοιχων υπηρεσιών (Macrogen Inc., Seoul, South Korea) για την 
επαλήθευση των αποτελεσµάτων και την ανεύρεση τυχόν µεταλλάξεων. 
 
Εικόνα 14: Σχήµα Bartual. Για κάθε γονίδιο εξετάζονται δύο τυχαία στελέχη της 
συλλογής ενώ στην πρώτη θέση τρέχει πάντα αρνητικός µάρτυρας. (L= µάρτυρας 
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Σχήµα Health Protection Agency HPA Turton et al. 
 
Ακολούθησε µοριακή τυποποίηση µε βάση το σχήµα που περιγράφεται από τους Turton 
et al.. Έχουν ήδη αναλυθεί τα πλεονεκτήµατα της συγκεκριµένης µεθόδου. Στη 
συγκεκριµένη συλλογή στελεχών το σχήµα δούλεψε άριστα. Σε όλα τα στελέχη της 
συλλογής καταφέραµε να ενισχύσουµε και να πάρουµε το προιόν και για τα τρία γονίδια. 
Τα γονίδια τα οποία εξετάζονται σε αυτό το σχήµα είναι το ompA το οποίο κωδικοποιεί 
µια πορίνη, εξωτερική µεβρανική πρωτεΐνη, το csuE το οποίο συµµετέχει στη δηµιουργία 
του πρωτεϊνικού σωληνίσκου (pilus). Αυτή η δοµή θεωρείται βασική για το biofilm. 
Τέλος εξετάζει το blaOXA-51-like το οποίο κωδικοποιεί την χρωµοσωµατικά εδραζόµενη 
καρβαπανεµάση του A. baumannii. Συχνά η ανίχνευση αποτελεί µερική επιβεβαίωση της 
ταυτοποίησης του. Οι συνθήκες της PCR καθώς και οι εκκινητές έχουν ήδη αναφερθεί. Σε 
κάποια στελέχη το προϊόν προέκυψε µετά από δεύτερη PCR στο προϊόν της πρώτης 
(nested PCR) κάνοντας χρήση των εσωτερικών εκκινητών internal primers. Πιο 
συγκεκριµένα σε ορισµένα στελέχη για το γονίδιο ompA χρησιµοποιήθηκαν οι εσωτερικοί 
εκκινητές Internal primers (sequencing): OmpAF506, 5’-TCAACGGTAACTTCTATG-3’ 
OmpAR895, 5’-CTTCAGTTAACTCTTGTGG-3). Ακολούθησε καθαρισµός των PCR 
products σε ειδικές στήλες (Qiagen), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή και στην 
συνέχεια προσδιορισµός της αλληλουχίας όλων των προϊόντων από εταιρεία παροχής 
αντίστοιχων υπηρεσιών για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων και την ανεύρεση τυχόν 
µεταλλάξεων (Macrogen Inc., Seoul, South Korea). Η σύγκριση των αλληλουχιών γίνεται 
µε βάσεις δεδοµένων διαθέσιµες στο (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Τα αλλήλια 
τα οποία είχαν ταυτοποιηθεί όταν ξεκίνησε αυτή η διατριβή και βάση των οποίων γινόταν 
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Πίνακας 10: Αλλήλια κατατεθειµένα στη βάση δεδοµένων www.hpa-
bioinformatics.org.uk/AB/home.php. Αξίζει να σηµειωθεί ότι µε αυτή τη βάση δεδοµένων 









39–724 of DQ648278 (686 bp) 
As allele 1, but T instead of C  
at  nucleotide 638a (686 bp)  
108–784 of DQ648279 (677 bp) 
96–781 of DQ779967 (686 bp) 












230–678 of DQ289018  
230–678 of DQ289019  
As allele 1a, but T instead of C at nucleotide 427 
230–678 of DQ289014  
230–678 of DQ289016  
6–454 of DQ789570  
123–571 of DQ789571  
99–547 of DQ789572 
 
blaOXA-51-like 









79–771 of AY750909                          
79–771 of DQ309277  
As allele 1, but G instead of C at 
nucleotide 499c  
79–771 of DQ309276  
79–771 of AY750911  
79–771 of AY750913  
79–771 of AY750907  
blaOXA-66  
blaOXA-83  
As blaOXA-66, but G instead of C at 
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5 Shorter sequence only 
determined corresponding  
to 254–604 of DQ491200,  
but A instead of T at nucleotide  
503c (351 bp) 
As blaOXA-67, but A insteadof T at nucleotide 
503c 
 
Αυτή η βάση δεδοµένων έχει αναθεωρηθεί και αναθεωρείται συνεχώς. Στη σελίδα  




Σχήµα MLSΤ τoυ Ινστιτούτου Pasteur. 
Τα γονίδια τα οποία εξετάζονται σε αυτό το σχήµα είναι το cpn60 (60-Kda chaperonin), 
gltA (citrate synthase) και recA (homologous recombination factor) µε τους ίδιους 
εκκινητές όπως στο σχήµα του Bartual et  al. 2005 ενώ ταυτόχρονα εισάγει την ανίχνευση 
των εξής γονιδίων: fusA (elongation factor EF-G), pyrG (CTP synthase), rplB (50S 
ribosomal protein L2) και rpoB (RNA polymerase subunitB). Οι primers που 
χρησιµοποιήσαµε είναι οι εξής: 
 
Πίνακας 11: Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την τυποποίηση που προτείνει το 



























rpoB:F:Vic4 GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA  
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Οι συνθήκες για την PCR είναι κοινές για όλα τα γονίδια και είναι: (βήµα 
denaturation) 94°C για 2 min και ακολουθούν 30 κύκλοι επαναλήψεων µε 94°C για 30 
sec, 50°C για 30 sec και 72°C για 30 sec ενώ το τελικό βήµα (elοngation) είναι 72°C  για 
5 min. Η θερµαινόµενη κεφαλή του θερµοκυκλοποιητή θα πρέπει να είναι στους 105°C. 




Τα δεδοµένα που προέκυψαν από την MLST ανάλυση, επεξεργάστηκαν µε το λογισµικό 
eBurst. Ο αλγόριθµος αυτός έχει κατασκευαστεί για να επεξεργάζονται στοιχεία από 
MLST δεδοµένα αντικαθιστώντας κατά ένα τρόπο τα δενδρογράµµατα. Επιχειρεί να 
προσδιορίσει τον ιδρυτικό γονότυπο (τύπου αλληλουχίας ή ST) της κάθε οµάδας. Ο 
αλγόριθµος προβλέπει στη συνέχεια την πορεία από τον υποτιθέµενο ιδρυτικό- κεντρικό 
γονότυπο στους άλλους γονοτύπους της οµάδας, εµφανίζοντας την πορεία ως ακτινικό 
διάγραµµα, µε επίκεντρο τον προβλεπόµενο ως ίδρυτικό γονότυπο. Η διαδικασία µπορεί 
να χρησιµοποιηθεί και σε άλλες µεθόδους προσδιορισµού µοριακής δοµής εκτός MLST. 
Το λογισµικό εφαρµόστηκε ακολουθώντας τους κανόνες που υπάρχουν στην 





1. Ευαισθησία των στελεχών στα αντιβιοτικά  
Τα 94 επιλεγµένα στελέχη όπως και τα υπόλοιπα στελέχη της συλλογής ελέχθησαν µε το 
σύστηµα VITEK® 2 (bioMerieux, Inc.), χρησιµοποιώντας τις κάρτες AST-N117, AST-
XN8 και AST-N103, προσδιορίζοντας την ευαισθησία τους. Ειδικά για τις καρβαπενέµες 
(ιµιπενέµη και µεροπενέµη), η MIC καθορίστηκε µε τη µέθοδο των αραιώσεων του 
αντιβιοτικού σε άγαρ ακολουθώντας διεθνή κριτήρια αξιολόγησης (CLSI 2010) καθώς και 
µε Etest IP (Ιµιπενέµη) και MP (Μεροπενέµη). Αξίζει να αναφερθεί ότι όλα τα στελέχη 
ήταν ευαίσθητα στην κολιστίνη. Τα 46 από τα 94 στελέχη είχαν αποµονωθεί την πενταετία 
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2000-2004, ενώ 48 στελέχη αποµονώθηκαν την επόµενη πενταετία δηλαδή 2005-2009. 
Πενηντατέσσερα στελέχη (57,4%) ήταν ανθεκτικά στην Ιµιπενέµη (MIC>4 mg/L) ενώ 52 
(55,3%) ήταν ανθεκτικά και στην µεροπενέµη (MIC>4 mg/L). Κατα τη χρονολογική 
περίοδο 2000-2004 (43,5%) των στελεχών ήταν ανθεκτικά στις καρβαπενέµες ενώ την 
επόµενη πενταετία το ποσοστό αυτό αυξήθηκε στο (64,6%). 
 
Εικόνα 15: Παρουσιάζεται η αντοχή και η ευαισθησία των στελεχών ανά πενταετία. Με 
µπλε χρώµα απεικονίζονται τα ανθεκτικά στελέχη στις καρβαπενέµες ενώ µε κόκκινο τα 
ευαίσθητα.  
 
2. Μοριακή ανίχνευση καρβαπανεµασών 
Η µοναδική επίκτητη καρβαπανεµάση, η οποία ανιχνεύθηκε στη συλλογή µας είναι η 
OXA-58. Το γονίδιο blaOXA-58 ανιχνεύθηκε σε 51 (94,4%) ανθεκτικά στελέχη στις 
καρβαπενέµες και σε 15 (40%) ευαίσθητα στις καρβαπενέµες. 
Eικόνα 16: Ποσοστιαία παρουσίαση επί του συνόλου των στελεχών στα οποία 







bla	  oxa	  58	  (-­‐)	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Εικόνα 17: Ποσοστιαία παρουσίαση της παραγωγής της blaOXA-58  στα ανθεκτικά στις 




Νουκλεοτιδική αλληλουχία της οξακιλινάσης OXA -58. 
 
 
3. PFGE τυποποίηση 
Η τυποποίηση µε PFGE ανέδειξε την παρουσία οκτώ διαφορετικών  κλώνων (Ι-VIII). Ο 
κλώνος VIII φαίνεται να είναι ο επικρατέστερος καθώς σε αυτόν ανήκουν 49 στελέχη. Οι 
PFGE τύποι Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, και VIII περιελάµβαναν στελέχη τα οποία στην PFGE διέφεραν 
µεταξύ τους από µία έως τρεις µπάντες. Αυτά τα στελέχη δεν θεωρήθηκε ότι ανήκουν σε 
διαφορετικούς κλώνους αλλά σε υποτύπους των ήδη αναγνωρισµένων κλώνων. Πιο 
συγκεκριµένα οι πολυµορφισµοί του κλώνου Ι οδήγησαν στην διάκριση και ταυτοποίηση 
του Ιa, Ιb, Ic, Id. Για τον κλώνο ΙΙ αντίστοιχα έχουµε τους υποτύπους ΙΙa και ΙΙb, για τον 
ΙΙΙ οι ΙΙΙa και ΙΙΙb καθώς και οι VIIIa και VIIIb. Τα στελέχη τα οποία ανήκουν σε 
bla	  oxa	  58	  
(-­‐)	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διαφορετικούς κλώνους διαφέρουν τουλάχιστον κατά 6 µπάντες στην ηλεκτροφόρηση 
µεταβαλλόµενου πεδίου. Αξίζει να αναφέρουµε ότι οι κλώνοι Ι και VIII εντοπίστηκαν σε 
όλες τις περιοχές που καλύπτει η έρευνα ενώ ο κλώνος V υπήρξε µόνο στην βόρεια και 
κεντρική Ελλάδα.  
Εικόνα 18: Στις παρακάτω εικόνες παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά στελέχη από όλους 
τους κλώνους που τυποποιήθηκαν.  
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4. Τυποποίηση ST-MLST (Σχήµατα Turton et al. και ινστιτούτου Pasteur) 
Για την ολοκλήρωση της µελέτης ακολούθησε τυποποίηση των στελεχών µε βάση το 
σχήµα της Turton και του ινστιτούτου Pasteur η οποία, όπως ήδη έχουµε αναφέρει 
λειτούργησε ικανοποιητικά για τα στελέχη της συλλογής µας. Τα αποτελέσµατα που 
προέκυψαν παρουσιάζουν µεγάλο επιδηµιολογικό ενδιαφέρον. Αναφέρουµε ότι η PCR 
πραγµατοποιήθηκε µε την  DNA polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland) και η 
αλληλούχιση των προϊόντων έγινε από την (Macrogen Inc., Seoul, South Korea). Η 
ανάλυση των δεδοµένων έγινε κάνοντας χρήση το λογισµικό της Chromas v 1.45 και 
MEGA v 3.1. Η τυποποίηση των στελεχών µε βάση το σχήµα της Turton ανέδειξε τα ήδη 
υπάρχοντα groups αλληλίων (ST201, ST101, ST401) και σποραδικά στελέχη µη 
ταξινοµηµένα προς το παρόν µε το σχήµα της Turton ST (1,4,1), ST (8,10,11), ST (9,12,8-
1). Η καταχώρησή τους στο σχήµα της Turton δε ολοκληρώθηκε διότι τα στελέχη αυτά 
λόγω της περιορισµένης διασποράς τους θεωρήθηκαν µικρο-επιδηµικά. Ειδικότερα η 
αλληλούχιση των τριών γονιδίων στα στελέχη της συλλογής αποκάλυψε την ύπαρξη 8 
καινούριων αλληλίων. Για το γονίδιο blaOXA-51-like τυποποιήθηκαν και ενσωµατώθηκαν 
στην βάση δεδοµένων της Turton τα εξής νέα αλλήλια: 2-1 στο οποίο υπάρχει µία 
καινούρια µετάλλαξη ενός νουκλεοτιδίου στη θέση 701 του γονιδιώµατος, το αλλήλιο 10 
το οποίο διαφέρει σε 5 νουκλεοτίδια σε σχέση το αλλήλιο 1, το 11 το οποίο διαφέρει σε 3 
νουκλεοτίδια σε σχέση µε το αλλήλιο 7  και το 12 το οποίο έχει διαφορά 3 νουκλεοτιδίων 
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και 6 νουκλεοτιδίων µε τα αλλήλια 7 και 11 αντίστοιχα. Για το γονίδιο csuE 
τυποποιήθηκαν τα εξής καινούρια αλλήλια: το αλλήλιο 11 το οποίο διαφέρει κατά 6 
νουκλεοτίδια σε σχέση µε το αλλήλιο 4 και το αλλήλιο 12 το οποίο διαφέρει κατά 8 
νουκλεοτίδια σε σχέση µε το αλλήλιο 1. Τέλος για το αλλήλιο ompA ταυτοποιήθηκαν και 
ορίστηκαν τα αλλήλια 8 και 9. Το αλλήλιο 8 διαφέρει κατά 7 νουκλεοτίδια από το πιο 
κοντινό αλλήλιο το οποίο είναι το 1 και το αλλήλιο 9 διαφέρει κατά 3 νουκλεοτίδια από το 
πιο κοντινό αλλήλιο που είναι το 5-1. 
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Πίνακας 12: Τα νέα αλλήλια που τυποποιήθηκαν και οι διαφορές νουκλεοτιδίων (nt) σε 
σχέση µε τα υπάρχοντα αλλήλια. 







Allele 2 (1nt) 
Allele 1 (5nt) 
Allele 7 (3nt) 
Allele 7 (3nt), Allele 11 (6nt) 










Allele 4 (6nt) 
Allele 1 (8nt) 
 
Τα στελέχη τα οποία στο γονιδίωµά τους φέρουν τις παραλλάγές των αλληλίων 2-1 
και 8-1 τυποποιήθηκαν σε 3 ST Groups όπως το αλλήλιο 2 και 8 αντίστοιχα. Τα στελέχη 
τα οποία στο γονιδίωµά τους έφεραν τα αλλήλια (9,12,8-1) για τα γονίδια ompA, 
blaOXA51like και csuE αντίστοιχα θεωρήθηκαν ότι ανήκουν στο Group ST (502) ή SG5. 
Αντίστοιχα τα στελέχη που φέρουν τα αλλήλια (2,2-1,2) θεωρούµε ότι ανήκουν και αυτά 
στο Group ST (201). Συνεπώς σύµφωνα µε το σχήµα της Turton δεν προέκυψε καινούριο 
STgroup πολύ σηµαντική όµως είναι η ανάδειξη και καταχώρηση 8 καινούριων αλληλίων 
στην βάση δεδοµένων της. Η σύγκριση των αλληλίων µετά την αλληλούχιση έγινε στην 
βάση δεδοµένων BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Στη συνέχεια, 






Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7


















Οι αλλαγές που σηµειώθηκαν είναι σηµειωµένες στην παραπάνω αλληλουχία. 
Αναλυτικότερα στη θέση 299 υπάρχει κυτοσίνη αντί για γουανίνη 299 CàT και εν 
συνεχεία έχουµε 317 CàT,334 AàC,335 CàT,338 AàT,392 TàC,650 TàC. 
 
 




























Οι αλλαγές είναι οι εξής θέση 284 AàG, θέση 361 CàG, θέση 364  ΤàC, θέση 385 
CàG, θέση 415 ΤàC, θέση 430 CàT. 
 
 
Νέο αλλήλιο: allele 12 (όπως αλλήλιο 1 µε 8 αλλαγές) 
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Οι αλλαγές είναι οι εξής θέση 91 GàT, θέση 106 ΑàG, θέση 145 CàT, θέση 259 CàT, 




Νέο αλλήλιο: allele 2-1 (αλλαγή ενός νουκλεοτιδίου στην θέση 701 του γονιδίου σε σχέση 














Η αλλαγή που σηµειώθηκεείναι C στη θέση της G στη θέση  701. 
 
 














Οι αλλαγές είναι οι εξής: θέση 12 TàC, Θέση 29 AàΤ, θέση 312 GàA, θέση 558 TàC, 
θέση 659 TàA. 
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Οι αλλαγές είναι οι εξής: θέση 12 ΤàC, θέση 65 CàT, θέση ΤàG. 
 
 
















Οι αλλαγές είναι οι εξής : θέση 383 ΤàG, θέση 384 ΤàC, θέση 389 ΤàC.Η 
σύγκριση έγινε µε το αλλήλιο 7. 
 
 
Η τυποποίηση µε το σχήµα που χρησιµοποιεί το Institute Pasteur’s 
(www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Abaumannii.html) ανέδειξε την παρουσία 
των ήδη αναγνωρισµένων ST τύπων (1,2,15,45 και 54) καθώς και δύο καινούριων ST 
τύπων (ST 85 και ST 86). Αξίζει να σηµειωθεί ότι υπήρξε µεγάλη συµφωνία ανάµεσα 
στις δύο τεχνικές τυποποίησης. Αναλυτικότερα ο PFGE τύπος Ι φαίνεται πως αντιστοιχεί 
στον ST τύπο 1, οι PFGE τύποι IIa και IIb αντιστοιχούν στον ST τύπο 85, ενώ οι PFGE 
τύποι ΙV και V ταυτίζονται µε τους ST τύπους 86 και 54 αντίστοιχα. Οµοίως ο PFGE 
τύπος VI αντιστοιχεί στον ST τύπο 15, ο PFGE τύπος VII στον ST 25  και ο τύπος VIIIa 
στον ST2. Εντούτοις υπάρχουν και στελέχη που προέρχονται από διαφορετικό κλώνο και 
έχουν τον ίδιο ST τύπο. Πιο συγκεκριµένα στελέχη τα οποία έχουν τυποποιηθεί µε ST 
τύπο 45 φαίνεται να ανήκουν στον κλώνο VIIIb καθώς και IIIa και IIIb. 
Η ανάλυση µε EBurst των 7 STs που προέκυψαν σε αυτή τη µελέτη µαζί µε τους 
υπόλοιπους MLST τύπους ανέδειξε ότι οι τύποι ST 2 και ST 45, ο τελευταίος πρώτη φορά 
τυποποιήθε στην Ελλάδα, είναι single locus variants (SLVs) και ανήκουν στον διεθνή 
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κλώνο CC2 (Diancourt et al. 2010). Αξίζει να σηµειωθεί σε αυτό το σηµείο ότι ST τύποι 
που έχουν διαφορά σε ένα µόνο αλλήλιο γονιδίου από τα 7 που εξετάζουµε ορίζονται ως 
Single Locus Variants – SLV. Αντίστοιχα οι STς που διαφέρουν σε δύο αλλήλια γονιδίων 
ορίζονται ως Double Locus Variants – DLV. Ο τύπος ST1 ανήκει στο διεθνή κλώνο CC1, 
ο ST15 είναι SLV µε τον ST84. Aνήκουν στο Group 4 στο οποίο ο ST 15 αποτελεί τον 
ιδρυτικό γονότυπο. Ο ST54 (12,3,18,2,17,4,5) είναι SLV του ST99 (12,3,18,2,4,4,5) 
Group 16, ο ST85 είναι SLV του ST6 και ανήκουν στο Group 18. Τα STs 25 και 86 
αναφέρονται ως  singletons και αυτό διότι διαφέρουν από τα άλλα profiles STs 
τουλάχιστον σε δύο γονίδια.  
 
5. eBurst Report 
Συγκριτική ανάλυση των στελεχών της µελέτης σε σχέση µε τη βάση δεδοµένων του A. 
baumannii (παρατίθεται για όλους τις οµάδες ST-τύπων, µε κίτρινο οι τύποι που 
ανιχνεύθηκαν στην παρούσα µελέτη):  
eBURST Report - Sat Aug 18 17:24:49 EEST 2012 
No. isolates = 193 | No. STs = 193 | No. re-samplings for bootstrapping = 1000 
No. loci per isolate = 7 | No. identical loci for group def = 6 | No. groups = 23 
 
Group 1:  No. Isolates = 14  |  No. STs = 14  |  Predicted Founder = 1 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
1  1 8 3 1 1 1.61 98% 99% 
7             1 3 7 3 0 2.0 6% 0% 
19            1 3 7 1 2 2.23 13% 23% 
101           1 3 3 5 2 2.46 16% 11% 
8             1 2 8 3 0 2.07 0% 0% 
81            1 2 8 3 0 2.07 0% 0% 
160           1 2 7 3 1 2.23 0% 0% 
116           1 2 7 3 1 2.23 0% 0% 
20            1 2 6 3 2 2.46 0% 0% 
125           1 2 6 3 2 2.46 0% 0% 
100           1 2 3 3 5 2.92 3% 0% 
174           1 1 4 5 3 2.84 0% 0% 
94            1 1 2 7 3 3.15 0% 0% 
102           1 1 1 3 8 3.84 0% 0% 
 
Group 2:  No. Isolates = 13  |  No. STs = 13  |  Predicted Founder = 2 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
2  1 11 1 0 0 1.08 100% 100% 
104           1 4 7 1 0 1.75 3% 10% 
187           1 4 7 1 0 1.75 3% 9% 
185           1 4 7 1 0 1.75 6% 9% 
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143           1 4 7 1 0 1.75 8% 10% 
98            1 3 9 0 0 1.75 16% 0% 
183           1 3 8 1 0 1.83 2% 0% 
47            1 3 8 1 0 1.83 3% 0% 
45  1 3 8 1 0 1.83 6% 0% 
97            1 2 10 0 0 1.83 0% 0% 
184           1 2 10 0 0 1.83 0% 0% 
96            1 2 2 8 0 2.5 1% 0% 
115           1 1 10 1 0 2.0 0% 0% 
 
Group 3:  No. Isolates = 11  |  No. STs = 11  |  Predicted Founder = 79 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
79            1 5 1 3 1 2.0 62% 73% 
167           1 4 2 4 0 2.0 31% 39% 
109           1 4 2 3 1 2.1 37% 46% 
170           1 3 3 4 0 2.1 4% 2% 
175           1 3 3 3 1 2.2 5% 2% 
166           1 3 3 3 1 2.2 4% 2% 
168           1 3 2 4 1 2.3 0% 2% 
171           1 3 2 4 1 2.3 1% 2% 
169           1 2 7 1 0 1.9 1% 0% 
156           1 1 4 2 3 2.7 0% 0% 
83            1 1 3 3 3 2.8 0% 0% 
 
Group 4:  No. Isolates = 5  |  No. STs = 5  |  Predicted Founder = 15 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
15  1 3 1 0 0 1.25 57% 16% 
180           1 2 2 0 0 1.5 20% 0% 
84            1 1 2 1 0 2.0 0% 0% 
165           1 1 2 1 0 2.0 0% 0% 
182           1 1 1 2 0 2.25 0% 0% 
 
Group 5:  No. Isolates = 4  |  No. STs = 4  |  Predicted Founder = 3 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
3             1 3 0 0 0 1.0 61% 17% 
181           1 2 1 0 0 1.33 5% 0% 
124           1 2 1 0 0 1.33 9% 0% 
14            1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
 
Group 6:  No. Isolates = 4  |  No. STs = 4  |  Predicted Founder = 32 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
32            1 3 0 0 0 1.0 75% 14% 
53            1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
28            1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
128           1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
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Group 7:  No. Isolates = 4  |  No. STs = 4  |  Predicted Founder = Multiple Candidates 
 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
130           1 2 1 0 0 1.33 26% 0% 
34            1 2 1 0 0 1.33 26% 0% 
153           1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
120           1 1 2 0 0 1.66 0% 0% 
 
Group 8:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 105 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
105           1 2 0 0 0 1.0 32% 0% 
40            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
36            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 9:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 121 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
121           1 2 0 0 0 1.0 34% 0% 
93            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
122           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 10:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 10 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
10            1 2 0 0 0 1.0 30% 0% 
82            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
23            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 11:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 162 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
162           1 2 0 0 0 1.0 33% 0% 
189           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
163           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 12:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 64 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
64            1 2 0 0 0 1.0 33% 0% 
75            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
63            1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 13:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 113 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
113           1 2 0 0 0 1.0 30% 0% 
178           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
114           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
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Group 14:  No. Isolates = 3  |  No. STs = 3  |  Predicted Founder = 33 
       Average  ST Bootstrap 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance Group Subgrp 
33            1 2 0 0 0 1.0 35% 0% 
151           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
132           1 1 1 0 0 1.5 0% 0% 
 
Group 15:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
108           1 1 0 0 0 1.0 
112           1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 16:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
99            1 1 0 0 0 1.0 
54            1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 17:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
95            1 1 0 0 0 1.0 
157           1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 18:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
85  1 1 0 0 0 1.0 
6             1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 19:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
186           1 1 0 0 0 1.0 
49            1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 20:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
71            1 1 0 0 0 1.0 
161           1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 21:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
67            1 1 0 0 0 1.0 
66            1 1 0 0 0 1.0 
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Group 22:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
59            1 1 0 0 0 1.0 
136           1 1 0 0 0 1.0 
 
Group 23:  No. Isolates = 2  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
46            1 1 0 0 0 1.0 
149           1 1 0 0 0 1.0 
 
Singletons: 99 STs (µε κίτρινο οι µονήρεις τύποι της παρούσας µελέτης) 
107  106  103  92  91  90  193  192  191  190  89  88  87  86  81  88  78  77  76  74  73  72  70 179  
177 176  173  172 69 68 65 62  61  60  164  58  57  56  55  52 51 50  159  158  155  154  152  150  
48  44  43  42  41  148 147 146 145 144 142 141 140 39 38 37 35 31 30 139 138 137 135 134 133 
131 29 27 26 25 24 22 21 9 129 5 127 4 126 123 18 17 16 13 12 11 119 118 117 111 110 
 
 
E Burst Report της µελέτης 
eBURST Report - Sat Aug 18 17:15:02 EEST 2012 
No. isolates = 94 | No. STs = 8 | No. re-samplings for bootstrapping = 1000 
No. loci per isolate = 7 | No. identical loci for group def = 6 | No. groups = 1 
 
Group 1:  No. Isolates = 51  |  No. STs = 2  |  Predicted Founder = None 
 
ST            FREQ SLV DLV TLV SAT Distance 
2             38 1 0 0 0 1.0 
45            13 1 0 0 0 1.0 
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Εικόνα 19: EBurst των 94 στελεχών της µελέτης
 
Τα αποτελέσµατα από τα δύο σχήµατα τυποποίησης βρίσκονται σε απόλυτη 
συµφωνία. Αναλυτικότερα τα στελέχη που ανήκουν στον ST τύπο 2 και ST45 (CC2) 
αντιστοιχούν στον τύπο ST101 κατά Turton. Οµοίως τα στελέχη που ανήκουν βάση του 
σχήµατος Pasteur στον ST1 (CC1) στο σχήµα της Turton ανήκουνστο ST201, ενώ το 
ST25 και 15 ανήκουν στο ST401 και 501 της Turton αντίστοιχα. Στον παρακάτω πίνακα 
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Πίνακας 13:Συγκριτικά αποτελέσµατα όλων των µεθόδων τυποποίησης. 
Strain HOSPITAL/CITY COUNTRY YEAR PFGE 3ST-group 
  
Specific 3ST-Typing alleles 
  MLST 
                
  
 







             1 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ia 2 2 2 2 1 64 8 Present 
2 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ia 2 2 2 2 1 
256 
16 Present 
3       Red CrossHosp./Athens Greece 2002 Ia 2 2 2 2 1 
256 
16 Present 
4 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ia 2 2 2 2 1 
256 16 
Present 
5 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 16 16 Present 
6 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 128 8 Present 
7 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 256 16 Present 
8 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 64 8 Present 
9 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 64 8 Present 
10 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 Ib 2 2 2 2_1 1 64 8 Present 
11 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 IIIa 1 1 1 1 45 16 4 Present 
12 Red Cross Hosp./Athens Greece 2002 IV ND 1 1 4 86 8 2 Absent 
13 Univ. Hosp./Larissa Greece 2008 Id 2 2 2 2_1 1 0.5 1 Absent 
14 Univ. Hosp./Larissa Greece 2008 Id 2 2 2 2_1 1 1 2 Absent 
15 Univ. Hosp./Larissa Greece 2008 IIa ND 8 11 10 85 2 1 Absent 
16 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 IIa ND 8 11 10 85 2 1 Absent 
17 KAT/Athens Greece 2001 IIIb 1 1 1 1 45 0,75 0,5 Absent 
18 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 >32 8 Present 
19 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 6 2 Present 
20 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 32 >32 Present 
21 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 24 20 Present 
22 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 32 16 Present 
23 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 16 8 Present 
24 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 16 8 Present 
25 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 32 16 Present 
26 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 32 16 Present 
27 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 32 16 Present 
28 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 16 8 Present 
29 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 16 8 Present 
30 KAT/Athens Greece 2001 Ia 2 2 2 2 1 16 8 Present 
31 Hippokration/Athens Greece 2003 VI 5 9 8-1 12 15 16 8 Absent 
32 Tzanion/Athens Greece 2002 Ic 2 2 2 2 1 4 1 Present 
33 Tzanion/Athens Greece 2002 Ic 2 2 2 2 1 2 1 Present 
34 Tzanion/Athens Greece 2002 Ic 2 2 2 2 1 4 1 Present 
35 Tzanion/Athens Greece 2002 Ic 2 2 2 2 1 4 1 Present 
36 Tzanion/Athens Greece 2002 Ic 2 2 2 2 1 2 1 Present 
37 Tzanion/Athens Greece 2002 VIIIa 1 1 1 1 2 6 2 Present 
38 Tzanion/Athens Greece 2002 VIIIa 1 1 1 1 2 6 2 Present 
39 Hippokration/Athens Greece 2002 IIb ND 8 11 10 85 0,5 0,5 Absent 
40 Hippokration/Athens Greece 2003 VII 4 4 7 4 25 32 4 Present 
41 Hippokration/Athens Greece 2003 VII 4 4 7 4 25 16 8 Present 
42 Hippokration/Athens Greece 2003 VII 4 4 7 4 25 16 8 Present 
43 Hippokration/Athens Greece 2003 VI 5 9 8-1 12 15 0,75 2 Absent 
44 Hippokration/Thesaloniki Greece 2003 Ic 2 2 2 2_1 1 32 4 Present 
45 Hippokration/Thesaloniki Greece 2004 V ND 8 12 11 54 1 1 Present 
46 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 V ND 8 12 11 54 0,25 1 Absent 
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47 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 V ND 8 12 11 54 2 1 Absent 
48 Hippokration/Thesaloniki Greece 2003 VIIIa 1 1 1 1 2 1 0,5 Absent 
49 Tzanion/Athens Greece 2004 VIIIa 1 1 1 1 2 2 2 Present 
50 Tzanion/Athens Greece 2004 VIIIa 1 1 1 1 2 1 0,5 Present 
51 Tzanion/Athens Greece 2004 VIIIa 1 1 1 1 2 1 0,5 Present 
52 Tzanion/Athens Greece 2004 VIIIa 1 1 1 1 2 1 0,5 Present 
53 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 8 Present 
54 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 8 Present 
55 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 16 Present 
56 General Serres Greece 2005 VIIIa 1 1 1 1 2 32 16 Present 
57 General Serres Greece 2005 VIIIa 1 1 1 1 2 32 24 Present 
58 General Serres Greece 2005 VIIIa 1 1 1 1 2 32 24 Present 
59 General Serres Greece 2005 VIIIa 1 1 1 1 2 32 16 Present 
60 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 0.25 0.25 Absent 
61 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 2 2 Absent 
62 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 4 4 Absent 
63 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 2 0,5 Absent 
64 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 0,5 0,25 Absent 
65 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 1 0,5 Absent 
66 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 0,5 0,25 Absent 
67 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 0,5 0,25 Absent 
68 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 1 0,5 Absent 
69 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 1 0,25 Absent 
70 Univ. Hosp./Larissa Greece 2007 VIIIb 1 1 1 1 45 1 0,5 Absent 
71 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 8 Present 
72 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 24 12 Present 
73 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 24 Present 
74 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 6 Present 
75 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 >32 Present 
76 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 >32 Present 
77 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 >32 Present 
78 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 96 12 Present 
79 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 48 3 Present 
80 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 48 2 Present 
81 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 3 Present 
82 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 8 Present 
83 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 8 Present 
84 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 32 Present 
85 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 >32 Present 
86 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 >256 >32 Present 
87 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 8 Present 
88 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 8 Present 
89 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 96 12 Present 
90 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 96 12 Present 
91 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 18 12 Present 
92 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 16 8 Present 
93 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 16 Present 
94 Papanikolaou/Thessaloniki Greece 2007 VIIIa 1 1 1 1 2 32 16 Present 
 
Η πλειοψηφία των στελεχών (52) ανήκει στο GroupST 101 (3LST Group1) και τον 
διεθνή κλώνο ΙΙ CC2 από τα οποία 38 στελέχη ανήκουν στον ST2 και 14 στελέχη στο 
ST45. Τριανταένα στελέχη ανήκουν στο ST 201 και ST1 (CC1). Οι κλώνοι CC1 και CC2 
περιλαµβάνουν στελέχη από όλες τις γεωγραφικές περιοχές. Η πλειοψηφία των στελεχών 
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που αποµονώθηκαν από το 2000-2004 ανήκουν στο ST201 (29/46, 63%), ενώ αυτά που 
αποµονώθηκαν την πενταετία 2005-2009 άνηκαν κυρίως στο ST101 (42/48, 87,5%). Τα 
υπόλοιπα στελέχη που αποµονώθηκαν από το 2000 έως το 2004 ανήκουν στο ST101 
(εννέα στελέχη), στο ST401 (3 στελέχη), ST 502 (2 στελέχη) και 3 στελέχη µη 
ταξινοµήσιµα προς το παρόν στο σχήµα της Turton. Για τη χρονολογική περίοδο 2005-
2009, δύο στελέχη ανήκουν στο ST201 και τέσσερα στελέχη είναι µη ταξινοµήσιµα. 
Αναφορικά µε τους καινούριους τύπους ST85 και ST86 που τυποποιήθηκαν µε βάση το 
σχήµα Pasteur, αξίζει να σηµειωθεί ότι o ST85 έχει αποµονωθεί ακόµα και σε 
αποµακρυσµένες περιοχές στην Ελλάδα. Η γεωγραφική κατανοµή των στελεχών στον 
ελληνικό χώρο φαίνεται στη παρακάτω εικόνα. Στην εικόνα επίσης παρουσιάζεται και η 





Εικόνα 20: Παρουσιάζεται η κατανοµή ST-τύπων ανά γεωγραφική περιοχή καθώς και 
χρονολογική περίοδο. 
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6. Συσχέτιση ευαισθησίας µε ST τύπο  
Αναφορικά µε την ευαισθησία των STs στην ιµιπενέµη αυτό που προκύπτει είναι το εξής: 
Από το 2000 έως το 2004 11 στελέχη που ανήκουν στον κλώνο CC1 (ST201) ήταν 
ιµιπενέµη-ευαίσθητα ενώ 18 ήταν ιµιπενέµη-ανθεκτικά. Τη χρονολογική περίοδο 2005-
2009 11 στελέχη CC2 (ST101) ήταν ιµιπενέµη-ευαίσθητα και 31 ανθεκτικά. Έτσι είναι 
προφανές ότι από το 2000 µέχρι το 2004 η αντοχή στην ιµιπενέµη σε εθνικό επίπεδο 
οφειλόταν στην επικράτηση του κλώνου CC1 (ST201), ο οποίος επικρατούσε την περίοδο 
αυτή, ενώ µετέπειτα (2005-2009) οφειλόταν στην επικρατούσα παρουσία του CC2 
κλώνου (ST101). 
Η πολυαντοχή στα αντιβιοτικά φαίνεται να συσχετίζεται άµεσα µε τους τρεις διεθνείς 
κλώνους και κατ΄επέκταση ST τύπους, γεγονός που επεξηγεί και την εξελικτική τους 
επιτυχία. Η συγκεκριµένη µελέτη έρχεται να επιβεβαιώσει αυτή την παρατήρηση, καθώς 
όλα τα πολυανθεκτικά στελέχη της συλλογής ανήκους στους κλώνους CC1 και CC2, µε 
ιδρυτικούς γονοτύπους ST 1 και 2 αντίστοιχα ενώ οι υπόλοιποι κλώνοι  (ST τύποι 85-86-
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45-15-54) περιλαµβάνουν στελέχη ευαίσθητα ή µε σχετικά χαµηλή MIC. Παραµένει 
λοιπόν προς διερεύνηση εάν αυτά τα ευαίσθητα στελέχη που ανήκουν στους διεθνείς 
κλώνους έχουν την δυνατότητα να προσλαµβάνουν µε µεγαλύτερη ευκολία κινητά 
γενετικά στοιχεία, δηλαδή µηχανισµούς αντοχής οι οποίοι προσδίδουν αντοχή στα 
αντιβιοτικά ή εάν η συσχέτιση των πολυανθεκτικών στελεχών µε τους επικρατούντες 
κλώνους απορρεέι από την επιδηµική διασπορά ενός σχετικά µικρού πληθυσµού 
πολυανθεκτικών στελεχών που προυπήρχαν. 
Η αντικατάσταση ενός επιδηµικού κλώνου από έναν άλλον έχει αναφερθεί στην 
βιβλιογραφία ενώ επιβεβαιώνεται και από τη συγκεκριµένη µελέτη. Πιο συγκεκριµένα 
όπως θα αναφέρουµε και στη συνέχεια υπάρχει στροφή από τον CC1 µε κεντρικό-ιδρυτικό 
γονότυπο τον ST 1 στον CC2 ο οποίος έχει κεντρικό- ιδρυτικό γονότυπο τον ST2 κατα τη 
διάρκεια της δεκαετίας που µελετούµε. Όλο και περισσότερα στοιχεία συγκλίνουν στο 
συµπέρασµα ότι στελέχη που ανήκουν ακόµα και στον ίδιο ST τύπο µπορεί να διαφέρουν 
ανάλογα µε την παρουσία ή µη νησιδίων και γονιδίων αντοχής καθώς και κινητών 
γενετικών στοιχείων. 
ΙΙδ. Συµπεράσµατα – Συζήτηση 
Η µοριακή τυποποίηση των στελεχών Acinetobacter baumannii έχει αναδείξει ότι παρόλη 
τη γενετική ποικιλοµορφία που υπάρχει σε αυτά, οι νοσοκοµειακές επιδηµίες που 
προκύπτουν από το συγκεκριµένο µικρόβιο οφείλονται σε παγκόσµιο επίπεδο στην 
επικράτηση ενός περιορισµένου αριθµού ευρέως διαδεδοµένων κλώνων. Σταδιακά λοιπόν 
οι τρεις Ευρωπαικοί κλώνοι µετονοµάστηκαν σε διεθνείς International-clones καθώς η 
παρουσία τους συσχετίστηκε µε λοιµώξεις που αφορούν όχι µόνο την Ευρώπη αλλά και 
πολλά άλλα µέρη του κόσµου. 
Η γενετική ποικιλοµορφία των στελεχών Acinetobacterbaumannii συγκρινόµενη 
µε αυτή άλλων µικροβίων χαρακτηρίζεται περιορισµένη. Η µέση γενετική απόκλιση των 
στελεχών υπολογίζεται στο (0,35%), ποστοστό παρόµοιο µε της Klebsiella pneumoniae 
(0,37%) το οποίο αξιολογείται ως πολύ χαµηλό όταν συγκρίνεται µε άλλα βακτηριακά 
είδη π.χ Εscherichia coli (Jaureguy et al. 2008). Ακόµα και έρευνες οι οποίες εξετάζουν τη 
επιδηµιολογία των στελεχών σε παγκόσµια κλίµακα, µελετώντας στελέχη που ανήκουν σε 
διαφορετικούς κλώνους από όλοκληρο τον κόσµο ορίζουν ώς µέγιστη γενετική απόκλιση 
των Acinetobacter baumannii το (0,77%) (Diancourt et al. 2010). Το ποσοστό αυτό σε 
άλλα βακτήρια µπορεί να φτάνει ακόµα και το 5% (Konstantinidis  et al. 2006). 
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Γενικότερα, το µέγεθος ενός πληθυσµού παρουσιάζει φυσιολογικές αυξοµειώσεις 
καθώς οι περιβαλλοντικές συνθήκες µεταβάλλονται και αλλάζουν σε βάθος χρόνου. Υπό 
την επίδραση όµως ακραίων συνθηκών το µέγεθος αυτό µπορεί να µειωθεί δραστικά. Εαν 
την θεωρία αυτή την επεκτείνουµε σε µοριακό επίπεδο, γίνεται εύκολα αντιληπτό ότι 
οποιαδήποτε ακραία κατάσταση επιδράσει σε µία δεδοµένη γονιδιακή δεξαµενή αυτό που 
θα προκύψεί είναι η αλλαγή των αλληλόµορφων που επικρατούν. Αυτό γίνεται είτε µε τον 
περιορισµό κάποιον αλληλόµορφων που κυριαρχούσαν µέχρι τότε και την επικράτηση 
άλλων, είτε µε την πλήρη εξαφάνιση γονιδίων και την εγκατάσταση νέων αλληλόµορφων. 
Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται γενετική στενωπός ή ‘Bottle neck effect’ (εικόνα 22) και 
µετά το πέρας του όπως είναι φυσικό επιβραδύνει την ικανότητα του πληθυσµού να 
ανακτήσει την αρχική του γενετική ποικιλοµορφία. Δεδοµένης της σηµασίας της γενετικής 
ποικοιλότητας, γίνονται εύκολα αντιληπτές οι επιπτώσεις µιας τυχαίας γενετικής 
παρέκλισης (genetic drift) η οποία συνήθως έπεται του φαινοµένου. Αυτό σηµαίνει ότι 
ενώ πρό του φαινοµένου επικρατούσαν κάποια συγκεκριµένα αλλήλια µετά το Bottleneck 
event ο πληθυσµός των αλληλίων µπορεί να αλλάξει ριζικά ( εικόνα 22α). 
 
       




Εικόνα 22: Το σχήµα παρουσιάζει την αλλαγή των αλληλίων των γονιδίων που µπορεί να 
προέλθει µετά τη ισχύ  του φαινόµένου του γενετικούστενωπού σε συγκεκριµένο 
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Συνεπώς ο µικρός αριθµός πολυµορφισµών που συναντούµε στα στελέχη A. 
baumannii οδηγεί στο συµπέρασµα ότι ο συγκεκριµένος πληθυσµός στο πρόσφατο 
παρελθόν έχει υποστεί το φαινόµενο bottleneck και δεν έχει παρέλθει ακοµα το χρονικό 
διάστηµα  ώστε να ανακτήσει την χαµένη του ποικιλοµορφία. Μία υπόθεση είναι ότι το 
φαινόµενο αυτό προήλθε ως αποτέλεσµα του περιορισµού για κάποιους λόγους της 
οικολογίας του A. baumannii. Αυτό αποδεικνύεται από το γεγονός ότι το A. baumannii το 
συναντάµε σχετικά πιο σπάνια στο έδαφος ή στον άνθρωπο σε σχέση µε άλλα είδη του 
µικροβίου (Peleg et al 2008). Τα υπόλοιπα είδη Acinetobacter είναι πανταχού παρόντα 
(Peleg et al 2008). Αυτές οι οικολογικές µεταβολές οι οποίες περιόρισαν τον βιότοπο του 
A. baumannii φαίνεται πως επέδρασαν δραστικά και στη µείωση του πλυθυσµού του. Μία 
άλλη εξήγηση των περιοριµένων πολυµορφισµών είναι ότι τα στελέχη A. baumannii τα 
οποία µελετούµε περιλαµβάνουν µόνο τα στελέχη τα οποία αποµονώνονται από τον 
άνθρωπο. Με αυτό τον τρόπο δεν µελετάται πλήρως η ποικοιλοµορφία του είδους και 
αυτό διότι ασχολούµαστε µόνο µε ένα υποσύνολο του πληθυσµού το οποιό έχει βιότοπο 
τον άνθρωπο. Υπάρχουν ήδη βιβλιογραφικές αναφορές µε A. baumannii τα οποία έχουν 
αποµονωθεί από λαχανικά και ζώα. Συνεπώς θα ήταν πολύ ενδιαφέρον να εκτιµηθεί και η 
ποικιλοµορφία στελεχών από ‘non clinical sources’, διότι αυτό θα βοηθήσει στην 
καλύτερη κατανόηση της επιδηµιολογίας, οικολογίας και ποικοιλοµορφίας  του 
πληθυσµού του είδους. 
Η MLST τυποποίηση στα στελέχη A. baumannii χαρακτηρίζεται από υψηλή 
διακριτική ικανότητα γεγονός που επιβεβαιώνεται από αρκετές µελέτες (Bartual et al. 
2005, Wisplinghoff et al. 2008). Οι κλώνοι, οι οποίοι τυποποιούνται µε αυτή την τεχνική 
αντιπροσωπεύουν στελέχη µε βασικές διαφορές στην επιδηµιολογία και στην 
παθογονικότητα. Μέχρι στιγµής όσον αφορά την παγκόσµια επιδηµιολογία του A. 
baumannii η MS tree ανάλυση έχει αναδείξει παγκοσµίως πέντε CCs (Clonal complexes) 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7
ΓΩΓΟΥ	  ΒΑΣΙΛΙΚΗ-­‐ΙΑΤΡΟΣ	  ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ	  ΔΙΑΤΡΙΒΗ	  
	  
94	  
(Diancourt et al. 2010). Τα τρία πρώτα CCs (CC1, CC2 και CC3) αντιστοιχούν  στους 
διεθνείς κλώνους I, ΙΙ και III. Κεντρικοί και ιδρυτικοί γονότυποι σε αυτούς τους κλώνους 
θεωρούνται αντίστοιχα οι ST1, ST2 και 3. Τα ευρήµατα αυτά επιβεβαιώνονται και από 
άλλες µοριακές τεχνικές όπως η PFGE και η AFLP. Το γεγονός ότι ο ιδρυτικός γονότυπος 
κατέχει κυρίαρχη θέση µέσα σε κάθε CC (Clonal  Complex) υποδηλώνει για ακόµα µία 
φορά το γεγονός ότι η κλωνική διασπορά πραγµατοποιήθηκε σε σύντοµο χρονικό 
διάστηµα από το φαινόµενο bottleneck, περιορίζοντας µε αυτό τον τρόπο την γενετική 
ποικιλοµορφία των στελεχών. Αυτό προκύπτει και µέσα απο τις µελέτες των τελευταίων 
δύο δεκαετιών οι οποίες παρουσιάζουν ότι η πλειοψηφία των στελεχών A. baumannii 
υπεύθυνες για κρούσµατα λοιµώξεων, ανήκουν κατά αποκλειστικότητα στους διεθνείς 
κλώνους 1, 2 και 3 (CC1 ,CC2 και CC3). Εκτός από τους προαναφερόµενους κλώνους 
ευρεία γεωγραφική διασπορά φαίνεται ότι υπάρχει πλέον και στους CC10, CC32, ST 52, 
ενώ ο πιο σηµαντικός µετά τους τρεις διεθνείς κλώνους είναι ο ST15.  
Έχει υπολογιστεί ότι ο λόγος των ανασυνδιασµένων προς µεταλλαγµένων 
νουκλεοτιδίων στο A. baumannii είναι 1.3 (Diancourt et al 2010). Εδώ θα πρέπει να 
τονιστεί ότι η ανίχνευση του ανασυνδιασµού είναι ούτως ή άλλως δύσκολη σε 
βακτηριακά είδη που παρουσιάζουν χαµηλό πολυµορφισµό. Παρόλα αυτά ο λόγος αυτός 
υποδηλώνει ότι οι ευρέως διαδεδοµένοι τύποι ST είναι και θα είναι γενετικά σταθεροί και 
αναγνωρίσιµοι για αρκετά µεγάλη χρονική περίοδο πιθανότητα ακόµα και χιλίων ετών 
(Feil et al. 2001). Με αυτό τον τρόπο µπορεί να προβλεφθεί πολύ εύκολα ότι στελέχη τα 
οποία ανήκουν στο ίδιο ST είναι γενετικά όµοια ακόµα και αν αποµονώθηκαν σε 
διαφορετικές χρονικές περιόδους. Η γενετική ποικιλοµορφία άλλωστε των τριων 
κυρίαρχων κλώνων συγκρίνεται µε αυτή που παρατηρούµε στην Salmoenella enterica η 
παρουσία της οποία εκτιµάται σταθερή πάνω από 50.000 χρόνια (Kidgell et al 2002). 
Πολύ σηµαντική επίσης είναι η παρατήρηση ότι στελέχη που ανήκουν στον ίδιο 
κλώνο ενδέχεται να έχουν αρκετές διαφορές στο γονιδίωµα τους κυρίως όσον αφορά 
κινητά γονιδιακά στοιχεία όπως τρανσποζόνια νησίδια αντοχής και ιντρεργκόνια. Οι 
συγκεκριµένες δοµές λόγω της οριζόντιας µετάφοράς τους µπορούν να µεταφερθούν 
ακόµα και σε στελέχη που ανήκουν σε διαφορετικούς κλώνους. Έτσι τα ιντεργκόνια που 
ανήκουν σε στελέχη που προέρχονται από τον ίδιο κλώνο αλλά διαφορετικές περιοχές 
είναι σαφές ότι µπορεί να διαφέρουν. Ως εκ τούτου οι MLST γονότυποι µπορεί να 
θεωρηθεί ότι φέρουν ένα γονιδίωµα το οποίο παραµένει σταθερό καθόλη την εξελικτική 
διαδικασία (core genome) καθώς και ένα συµπληρωµατικό γονιδίωµα στο οποίο συνήθως 
εµπεριέχονται οι περισσότεροι µηχανισµοί αντοχής και το οποίο υφίσταται µεγάλη 
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εξελιτική πίεση. Συνεπώς είναι µεγάλη η ανάγκη της συνεχούς τυποποίησης των 
κυρίαρχων κλώνων για την ανέύρεση τυχόν νέων υποτύπων µε ιδιαίτερη γονιδιακή, 
φαινοτυπική ταυτότητα επαναπροσδιορίζοντας τη γεωγραφική τους κατανοµή. 
Η εξελικτική επιτυχία των διεθνών κλώνων παραµένει επί του παρόντος ανεξήγητη. 
Το σηµαντικότερο χαρακτηριστικό αυτών των στελεχών είναι η πολυαντοχή που 
παρουσιάζουν στα αντιβιοτικά. Γενικότερα θα λέγαµε ότι ο πληθυσµός των A. baumannii 
διαχωρίζεται σε δύο υποσύνολα. Το πρώτο περιλαµβάνει τα στελέχη που ανήκουν στους 
διεθνείς κλώνους, ενώ το άλλο περιλαµβάνει στελέχη τα οποία κυρίως είναι ευαίσθητα 
και περιστασιακά µόνο λοιµογόνα. Το συµπέρασµα αυτό τονίζει το γεγονός ότι δεν είναι 
όλα τα A.baumanii εξ’ ορισµού νοσογόνα και προβληµατικά για το νοσοκοµειακό 
περιβάλλον (Broek et al 2009). 
Η σύγκριση συγκεκριµένων χαρακτηριστικών που θα µπορούσαν να ευνοήσουν και 
να αιτιολογήσουν την επικράτηση και την παθογόνικότητα των συγκεκριµένων κλώνων 
δεν έχει δώσει µέχρι στιγµής κάποιο αποτέλεσµα. Τέτοια χαρακτηριστικά είναι η αντοχή 
τους στα απολυµαντικά, η επιβιωσή τους σε ξηρές συνθήκες, η δυνατότητά τους να 
σχηµατίζουν biofilms και η δυνατότητα αποικισµού σε ανθρώπινα κύτταρα. Ως εκ 
τούτου, η αντοχή στα αντιβιοτικά µπορεί να αντικατοπτρίζει τον κυρίαρχο λόγο της 
εξελικτικής επιτυχίας των συγκεκριµένων διεθνών κλώνων. Είναι πιθανό ότι η αυξηµένη 
τάση που έχουν οι συγκεκριµένοι κλώνοι να αποικίζουν και να προκαλούν λοιµώξεις, 
τους έχει εκθέσει επανεληµένως σε υψηλά και επίπεδα αντιµικροβιακών ακόµα και 
διαφορετικών κατηγοριών. Ακόµη είναι πολυ πιθανό οι συγκεκριµένοι κλώνοι να είναι 
πιο επιρεπείς στην απόκτηση ξένου γενετικού υλικού. 
Ασαφές πάντως παραµένει ακόµα το αν τα πολυανθεκτικά αυτά στελέχη που έχουν 
κατακλίσει τα νοσοκοµεία παγκοσµίως προκύπτουν από την διασπορά των ήδη 
υπαρχόντων MDR στελεχών ή εάν ευαίσθητα αρχικά στελέχη συγκεκριµένων  κλώνων 
αποκτώντας στην πορεία γονίδια αντοχής είναι υπεύθυνα για αυτά τα κρούσµατα 
λοιµώξεων. Το προηγούµενο σενάριο θα µπορύσε να εξηγήσει επαρκώς το τι συνέβη µε 
τα στελέχη που ανήκουν στο CC3 complex και αυτό γιατί όλα τα στελέχη τα οποία 
ανήκουν σε αυτόν τον κλώνο παρουσιάζουν πανοµοιότυπο φαινότυπο αντοχής ενώ µόλις 
ένα στέλεχος παρουσιάζεται ευαίσθητο στις καρβαπενέµες. Ο κλώνος CC3 όµως είναι 
ένας κλώνος ο οποίος τυποποιήθηκε πρόσφατα. Είναι πολύ πιο δύσκολη η ανάλυση των 
CC1, CC2 και ST 15 διότι είναι πολύ παλιοί κλώνοι και έχουν υποστεί αµέτρητες 
γενετικές διαφοροποιήσεις οι οποίες σχετίζονται µε την απόκτηση αυτού του ανθεκτικού 
προφίλ.  
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Τα στελέχη της συγκεκριµένης µελέτης επιλέχθηκαν τυχαία από µία µεγάλη δεξαµενή 
στελεχών σε βάθος δεκαετίας καλύπτοντας ένα ευρύ γεωγραφικό χώρο της Ελλάδας. Με 
αυτό τον τρόπο θέλαµε να συµπεριλάβουµε στην έρευνα όλους τους πιθανούς κλώνους 
και υποκλώνους στελεχών. 
Η πρώτη παρατήρηση η οποία προκύπτει από αυτή τη µελέτη είναι ότι η µεροπενέµη 
φαίνεται να υπερέχει έναντι της ιµιπενέµης σε αντιµικροβιακή δράση έναντι των A. 
baumannii κατα τη διάρκεια όλης αυτής της δεκαετίας που µελετούµε. Το µεγαλύτερο 
ποσοστό αντοχής στην ιµιπενέµη ενδέχεται να οφείλεται στην ευρεία χρήση του 
αντιµικροβιακού στις ΜΕΘ σε σχέση µε τη µεροπενέµη. Η υπεροχή της µεροπενέµης 
έρχεται σε αντίθεση µε την αντίστροφη κατάσταση που έχει παρατηρηθεί στην υπόλοιπη 
Ευρώπη και τη Β. Αµερική. Αρκετά υψηλό ποσοστό αντοχής είχαν τα στελέχη της 
µελέτης και στην αµπικιλίνη σε συνδυασµό µε τη σουλµπακτάµη. 
Επιπροσθέτως, στην συγκεκριµένη διατριβή παρουσιάζεται αναλυτικά η κλωνικότητα 
των στελεχών A. baumannii που ενδηµούν στα ελληνικά νοσοκοµεία. Οι τρεις τεχνικές 
τυποποίησης που χρησιµοποιούνται φαίνεται να συµφωνούν µεταξύ τους. 
Όπως ήδη αναφέραµε τα A. baumannii που ανήκουν στους κλώνους CC1, 2 και 3 
καθώς και ST15 έχουν βιώσει την εξελικτική επιτυχία και σχεδόν παγκόσµια 
παρουσιάζουν MDR φαινοτύπους, γεγονός που έχει διευκολύνει την ταχεία κλωνική 
διασπορά τους κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών (Higgins et al. 2010, Diancourt et 
al. 2010). Στους κλώνους CC1 και CC2 εµπεριέχονται και ευαίσθητα στελέχη τα οποία 
µπορούν να θεωρηθούν παλαιότεροι κλώνοι οι οποίοι βαθµιαία απέκτησαν γονίδια 
αντοχής. Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης υποστηρίζουν την εξής υπόθεση: Οι κλώνοι 
CC1 και CC2 υπήρχαν στην Ελλάδα εδώ και µία δεκαετία, ενώ αποδείξαµε ότι σε αυτούς 
τους κλώνους συµπεριλαµβανόταν στελέχη ανθεκτικά αλλά και ευαίσθητα στις 
καρβαπενέµες. Αυτό µας δείχνει ότι η µετατροπή των στελεχών από ευαίσθητα σε 
ανθεκτικά έγινε ουσιαστικά από µία κοινή δεξαµενή στελεχών. Αυτά τα στελέχη που 
άνηκαν στους ίδιους κλώνους CC1 και CC2 απέκτησαν σταδιακά τους κατάλληλους 
µηχανισµούς αντοχής εκφράζοντας τελικά αυτό τον MDR φαινότυπο. Παρόµοιες 
βιβλιογραφικές αναφορές έχουµε και από τη Ιταλία, την Ισπανία την Πορτογαλία (Villalon 
et al. 2011, Da Silva et al. 2010, Di Popolo et al. 2011) καθώς και από πιο 
αποµακρυσµένες περιοχές όπως η Κίνα και η Αυστραλία (He C et al. 2011, Runnegar et 
al. 2010). Ο συχνότερος κλώνος στην Ελλάδα είναι ο CC2 ο οποίος περιλαµβάνει τους ST 
τύπους ST2 και ST45. Στελέχη τα οποία ανήκουν στον κλώνο CC3 δεν τυποποιήθηκαν 
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στην Ελλάδα, ενώ αξίζει να σηµειωθεί ότι η έλλειψη αυτού του κλώνου έχει ήδη 
παρατηρηθεί και από Τσέχους (Nemec et al. 2008) µελετητές. Αντίθετα µε αυτό που 
συµβαίνει στην Ελλάδα και στην Τσεχία, η ύπαρξη αυτού του κλώνου, επιβεβαιώνεται 
απο αντίστοιχες µελέτες στην Γερµανία, την Ολλανδία, την Γαλλία το Βέλγιο την Ιταλία 
και την Ισπανία (Diancourt et al. 2010). Την χρονολογική περίοδο 2005-2009 
παρατηρήθηκε µια στροφή στον πληθυσµό των A. baumannii στην Ελλάδα προς τον 
κλώνο CC2. Εχουµε δηλαδή επικράτηση των στελεχών που ανήκουν στον διεθνή κλώνο 
CC2 ενώ την προηγούµενη πενταετία ήταν σαφής η επικράτηση του CC1 κλώνου. Αυτή η 
παρατήρηση  επιβεβαιώνεται και από τη διεθνή βιβλιογραφία καθώς το συγκεκριµένο 
φαινόµενο αναφέρεται και σε χώρες όπως η Ιταλία, το Λίβανο και  την Τσεχία (Di Popolo 
2011). 
Η εύρεση και τυποποίηση λιγότερο συχνών ή ακόµα και καινούριων αλληλίων καθώς 
και νέων ST τύπων στην Ελλάδα, υπογραµµίζει ουσιαστικά µία εξελικτική απόκλιση που 
συναντούµε στους εγχώριους κλώνους. Από αυτoύς τους καινούριους ST  τύπους ο ST15 
και ο ST25 έχουν ήδη τυποποιηθεί και σε άλλα νότιο-Ευρωπαϊκά κράτη όπως Ιταλία, 
Τουρκία, Ισπανία και Ελλάδα (Villalon et al., Di Popolo et al. 2011), ενώ οι SΤ τύποι 85 
και 86 είναι η πρώτη φορά που αναφέρονται στην βιβλιογραφία. 
Από το 1999 έως το 2009 η µοναδική καρβαπανεµάση η οποία ανιχνεύεται στα 
στελέχη A. baumannii της µελέτης µας, τα οποία αποµονώθηκαν από µεγάλο γεωγραφικό 
εύρος στον Ελληνικό χώρο, είναι η blaOXA-58. Αυτό επιβεβαιώνεται και από άλλες µελέτες 
που αφορούν το χώρο της Μεσογείου (Di Popolo et al. 2011, Giannouli et al. 2009, Kulah 
et al. 2010 Carretto et al. 2011). Αναλυτικότερα χώρες όπως το Λίβανο, η Τουρκία και η 
Ιταλία έχουν ως επικρατέστερη καρβαπανεµάση την blaOXA-58. Σε άλλες Ευρωπαϊκές 
χώρες αξίζει να αναφέρουµε ότι οι ανθεκτικοί κλώνοι των στελεχών A. baumannii φέρουν 
και άλλες οξακιλλινάσες. Σηµαντικό ωστόσο είναι ότι όλες αυτές οι διαφορετικές 
οξακιλλινάσες που παρατηρούνται διεθνώς, µεταφέρονται και συντηρούνται µέσα στους 
ίδιους κλώνους οι οποίοι επικρατούν γεωγραφικά και χρονολογικά CC1 και CC2 
(D’Arezzo et al. 2011). Αυτό φυσικά επιβεβαιώνει την υπόθεση που αναφέραµε 
προηγουµένως ότι ακόµα και στελέχη τα οποία ανήκουν στον ίδιο κλώνο µπορούν να 
έχουν διαφορετικούς µηχανισµούς αντοχής καθώς εκτός από το ‘core genome’, τα 
βακτήρια αυτά διαθέτουν και το ‘accessory genome’  το οποίο δέχεται µεγάλη εξελικτική 
πίεση. Τέλος σε ότι αφορά τις ΟΧΑ καρβαπανεµάσες στην Ελλάδα, υπάρχουν πολύ 
πρόσφατες µελέτες οι οποίες υποδεικνύουν µια στροφή µερικών ανθεκτικών στις 
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καρβαπενέµες στελεχών από την OXA-58 στην ΟΧΑ-23 καρβαπενεµάση (Liakopoulos et 
al. 2012). Τα στελέχη που αφορά αυτή η παρατήρηση  έχουν αποµονωθεί κατά το 2010-
2011 (σε χρονικό διάστηµα µετά το πέρας της συγκεκριµένης µελέτης) σε µία 
συγκεκριµένη περιοχή στην Ελλάδα (Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας). Η διεθνής 
βιβλιογραφία επιβεβαιώνει αυτή την παρατήρηση (D’Arezzo et al. 2011), ενώ µεγάλο 




Εικόνα 23: (Liakopoulos et al. 2012), µεταστροφή από blaOXA-58  σε blaOXA-23. 
 
Συµπερασµατικά η γενετική ανάλυση των στελεχών A. baumannii παρέχει πολύτιµες 
πληροφορίες σε ότι αφορά την επιδηµιολογική κατανοµή τους. Τα στοιχεία αυτά είναι 
πολύ χρήσιµα και βοηθούν στην πρόληψη και αντιµετώπιση µελλοντικών κρουσµάτων 
καθώς και διασποράς στελεχών. Η παρούσα µελέτη αποδεικνύει ότι στελέχη µε τον ίδιο 
PFGΕ ή ST τύπο επικρατούν σε εθνικό επίπεδο. Ακόµη, ταυτόσηµοι κλώνοι στελεχών 
ανιχνεύονται σε αποµακρυσµένα νοσοκοµεία και σε διαφορετικές χρονολογικές 
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περιόδους. Αναλυτικότερα ο κλώνος CC2 υπήρχε καθ’ όλη τη διάρκεια της µελέτης 
(βάθος δεκαετίας) σε όλα τα νοσοκοµεία συνεπώς επαρχίες της Ελλάδος που µελετώνται 
στη συγκεκριµένη διατριβή. Αυτό φυσικά τονίζει για µία ακόµα φορά την δια-
νοσοκοµειακή διασπορά των µικροβίων. Τα συνεχώς αυξανόµενα ποσοστά τυποποίησης 
του κλώνου CC2 στα ελληνικά νοσοκοµεία έχουν συσχετιστεί και µε την αύξηση και 
τελικά επικράτηση των ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών. Είναι ιδιαιτέρως 
ανησυχητική η γρήγορη µετάβαση από τα ευαίσθητα στις καρβαπενέµες στελέχη την 
δεκαετία του 90 στα ανθεκτικά A. baumannii της επόµενης δεκαετίας. Η κύρια δυσκολία 
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Τα A. baumannii απότελουν ευκαιριακά νοσοκοµειακά παθογόνα τα οποία την τελευταία 
δεκαετία απασχολούν ιδιαίτερα την ιατρική κοινότητα. Ο λόγος για τον οποίο τα βακτήρια 
αυτά αποκτούν ιδαίτερη σηµασία είναι η αντοχή που έχουν αναπτύξει πλέον µέσω 
συγκεκριµένων µηχανισµών στις περισσότερες κατηγορίες αντιβιοτικών, µεταξύ των 
οποίων και οι καρβαπενέµες. Τα µικρόβια αυτά είναι υπεύθυνα για αρκετές 
νοσοκοµειακές λοιµώξεις όπως ουρολοιµώξεις, λοιµώξεις τραύµατος, βακτηριαιµία και 
δευτερογενή µηνιγγίτιδα. Κυρίαρχο ρόλο στις λοιµώξεις που προκαλούν έχει η 
νοσοκοµειακή πνευµονία και συγκεκριµένα η πνευµονία σχετιζόµενη µε αναπνευστήρα 
(VAP Ventilator associated pneumonia) η οποία προσβάλλει συνήθως 
ανοσοκατεταλµένους –διασωληνωµένους ασθενείς  της Μονάδας Εντατικής Θεραπείας. Η 
θεραπευτική αντιµετώπιση αυτών των λοιµώξεων αποτελεί πρόκληση για τον κλινικό 
γιατρό πρώτον λόγο του πολυανθεκτικού φαινοτύπου που παρουσιάζουν οι συγκεκριµένοι 
µικροοργανισµοί και δεύτερον λόγω της ιδιότητά τους να αποικίζουν και να παραµένουν 
ζωντανοί για µεγάλο χρονικό διάστηµα (έως και 14 µέρες) ακόµα και σε συνθήκες 
ξηρασίας. Η διασπορά τους ενδονοσοκοµείακά γίνεται µέσω του ανθρώπινου δυναµικού 
και του νοσοκοµεακού υλικό, αφού τα A. baumannii έχουν τη δυνατότητα να σχηµατίζουν 
δοµή βιοµεµβράνης (Biofilm). 
Η πρώτη αναφορά για ανθεκτικά στις καρβαπενέµες στελέχη A. baumannii γίνεται το 
1994 στις Η.Π.Α, ενώ έκτοτε τα κρούσµατα πληθαίνουν συνεχώς. Στην Ευρώπη τα 
ποσοστά πλέον είναι ιδιαίτερα αυξηµένα στις χώρες του Νότου (Ιταλία, Ισπανία, 
Πορτογαλία), ενώ είναι µικρότερα σε χώρες όπως η Γερµανία η Ολλανδία το Βέλγιο και οι 
Σκανδιναβικές Χώρες. Στην Ελλάδα τα ανθεκτικά στις καρβαµενέµες στελέχη A. 
baumannii ήταν σπανιότατα µέχρι το 1998, ενώ κατά τα τελευταία χρόνια προσεγγίζουν το 
70 -90%. 
Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η διερεύνηση της πληθυσµιακής εξέλιξης των 
ανθεκτικών στις καρβαπενέµες στελεχών A. baumannii από διάφορες γεωγραφικές 
περιοχές του Ελληνικού χώρου καθώς και ο προσδιορισµός της κυριότερης 
καρβαπανεµάσης η οποία προσδίδει στα στελέχη τον πολυανθεκτικό αυτό φαινότυπο. 
Παρά τα υψηλά ποσοστά αποµόνωσης τέτοιων στελεχών στην Ελλάδα είναι η πρώτη 
φορά που γίνεται µία µελέτη η οποιά στοχεύει στην ανάλυση και τον προσδιορισµό των 
επικρατούντων κλώνων στην Ελλάδα. Για την διενέργεια της µελέτης επιλέχθηκαν 
στελέχη τα οποία καλύπτουν ένα µεγάλο τµήµα της ελληνικής επικράτειας. 
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Αναλυτικότερα τα στελέχη αυτά προήλθαν από τέσσερις διαφορετικές γεωγραφικές 
περιοχές στην Ελλάδα τα οποία αποµονώθηκαν από 8 διαφορετικά νοσοκοµεία σε βάθος 
δεκαετίας. Αξιζει να αναφερθεί ότι η συλλογή περιλαµβάνει ανθεκτικά καθώς και 
ευαίσθητα στελέχη στις καρβαπενέµες µε σκοπό να µελέτηθει η συσχέτισή τους µε τους 
επικρατούντες κλώνους. Η κλωνικότητα των µικροβίων µελετήθηκε µε τέσσερις 
διαφορετικές µεθόδους, τα αποτελέσµατα των οποίων φαίνεται να συγκλίνουν. 
Ειδικότερα, στον Ελλαδικό χώρο είναι σαφής η επικράτηση των Ευρωπαικών και κατ’ 
επέκταση διεθνών κλώνων (CC Ι και CC ΙΙ) σε όλο το χρονικό διάστηµα που 
περιλαµβάνει η µελέτη. Αναλυτικότερα κατά την πενταετία 2000-2004 στην Ελλάδα 
επικρατεί ο κλώνος CC1, ενώ την επόµενη πενταετία 2005-2009 υπάρχει µία στροφή και 
τελική επικράτηση του κλώνου CC2. Γενικότερα η παρούσα µελέτη αποδεικνύει ότι τα 
στελέχη που επικρατούν σε εθνικό επίπεδο προέρχονται από µία κοινή δεξαµενή. Αυτό 
ενισχύεται και από την παρατήρηση ότι ταυτόσηµοι κλώνοι στελεχών ανιχνεύονται σε 
αποµακρυσµένα νοσοκοµεία και σε διαφορετικές χρονολογικές περιόδους. Η εύρεση και 
τυποποίηση λιγότερο συχνών κλώνων στην Ελλάδα, υπογραµµίζει ουσιαστικά µία 
πληθυσµιακή εξελιξη στους εγχώριους κλώνους. Αυτό επιβεβαιώνεται από την  MLST 
τυποποίηση η οποία ανέδειξε καινούριους ST τύπους και νέα αλλήλια. Τέλος από το 1999 
έως το 2009 η επικρατέστερη καρβαπανεµάση στα ελληνικά στελέχη A. baumannii είναι η 
blaOXA-58.   
Η γενετική ανάλυση και η µοριακή τυποποίηση των στελεχών A. baumannii παρέχει 
πολύτιµες πληροφορίες σε ότι αφορά την επιδηµιολογική κατανοµή τους. Τα στοιχεία 
αυτά είναι πολύ χρήσιµα διότι βοηθούν στην πρόληψη και αντιµετώπιση µελλοντικών 
κρουσµάτων καθώς και διασποράς στελεχών. Τέλος, ιδιαιτέρως ανησυχητική είναι η 
γρήγορη µετάβαση από τα ευαίσθητα στις καρβαπενέµες στελέχη την δεκαετία του 90 
στα ανθεκτικά A. baumannii της επόµενης δεκαετίας. Η κύρια δυσκολία που προκύπτει 
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Bacteria belonging to A. baumannii are opportunistic and among the most problematic 
nosocomial pathogens that concern particularly the last decade the medical community. 
The main reason for which these bacteria acquire particular importance is their resistance 
mechanisms against most antibiotics including carbapenems. 
These pathogens are responsible for many nosocomial infections, such as wound 
infections, bacteremia and secondary meningitis. Predominant role in these infections has 
VAP (Ventilator associated pneumonia), which usually affects (critically-ill) immune 
suppressed patients in Intensive Care Units. 
The treatment of these infections constitutes challenge for the clinician mainly due to 
the Multy Drug Resistant phenotype that certain strains represent and secondly due to 
their ability to colonize human and remain alive for a long time period even in totally dry 
condtition. Since A. baumannii has the ability to form Biofilms it can easily spread into 
the hospitals through human resources and nosocomial materials. 
The first report of carbapenem Resistant strains of A. baumannii was in New York in 
1994 and ever since these strains multiply continuously. The rates of isolation of such 
strains are particularly high in countries like Italy, Spain, Portugal (Southern Europe) and 
remain low in countries like Germany, Belgium the Netherlands and Scandinavia. In 
Greece these strains were rare until 1998. The last decade in Greece the isolation rate of  
these bacteria is approaching 70-90%. 
The main purpose of this study was to investigate the population structure of 
carbapenem resistant A. baumannii strains and to characterize the genetic diversity and 
distinctness of groups that come from different geographical regions of Greece. In 
addition we determined the main enzymatic resistant mechanism that confers this 
multidrug phenotype. It is the first time in Greece that a study aiming to analyze and 
identify prevailing clones of carbapenem resistant strain occurs. 
In order to conduct the study, the strains were selected from different parts of the 
Greek territory. More specifically the study includes strains from four different regions of 
Greece, 8 different hospitals in a depth of decade. It is worth mentioning, that the 
collection includes both resistant and sensitive strains to carbapenems in order to 
investigate the association with the prevailing clones. The distribution of the clones was 
investigated in this study with four different methods, which all converge. In particular 
there is a clear predominance in Greece of International Clone I and II throughout all the 
period that the study comprises. More specifically in the first five years 2000-2004 in 
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Greece prevails clone CC1, while in the next five years 2005-2009 there is a final turn and 
prevalence of clone CC2. In general, this study indicates that the prevailing at national 
level strains derived from a common pool. This is further reinforced by the observation 
that identical strain clones were detected in distant hospitals and at different time periods. 
Also of note is the spread of less common or novel clones, underlying an evolutionary 
divergence in Greek A. baumannii clonal lineages. This is also confirmed by MLST 
typing, which revealed new gene alleles and ST types. Finally, from 1999 to 2009 the only 
carbapanemase gene harbored by the Greek A. baumannii strains is the blaOXA-58. 
The genetic analysis and molecular typing of A. baumannii provides valuable data 
regarding their epidemic distribution that may be helpful for containment of their further 
spread. These data are very useful because they prevent future outbreaks and help to 
control the spread of epidemic strains. 
It is worrisome that the evolution of Greek A. baumannii isolates from carbapenem 
susceptible in the 1990s to carbapenem resistant in the 2000s was rapid and resulted in 
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Objectives: To analyse the evolution and genetic relatedness of Acinetobacter baumannii clonal lineages in
Greece during a 10 year period.
Methods: The study included 94 randomly selected A. baumannii clinical isolates recovered from 2000 to 2009
in eight tertiary Greek hospitals. Carbapenem MICs were determined by agar dilution. PCR was applied for car-
bapenemase genes. Isolates were typed by PFGE and tri-locus sequence typing (3LST), and 25 were also typed
by multilocus sequence typing (MLST) developed by the Institut Pasteur, followed by e-Burst analysis.
Results: All isolates were multidrug-resistant (MDR); 54 (57.4%) were non-susceptible to imipenem and/or mer-
openem. The blaOXA-58 gene was identified in 51 (94.4%) carbapenem-non-susceptible and 15 (37.5%) carba-
penem-susceptible isolates; other carbapenemase genes were not detected. Eight different PFGE types were
identified. Sequence typing revealed previously characterized 3LST groups (1, 2, 4 and 5) and MLST types
(STs) (1, 2, 15, 45 and 54) and the novel STs 85 (in two distant hospitals) and 86. Eight novel 3LST alleles
were identified. Fifty-two (55.3%) isolates were assigned to 3LST group 1 and ST2 or ST45, both corresponding
to international clonal complex 2 (CC2). Thirty-one (33.0%) isolates were assigned to 3LST group 2 and ST1
(CC1). From 2000 to 2004 63% of isolates belonged to 3LST group 2, but from 2005 to 2009 87.5% of isolates
belonged to 3LST group 1; this shift was accompanied by an increase in carbapenem resistance from 43.5% to
64.6% of isolates.
Conclusions: The emergence of MDR A. baumannii in Greece was associated with CC1 and CC2, which are dis-
seminated worldwide, often harbouring the blaOXA-58 gene. Novel 3LST alleles and STs were also detected,
underlining an evolutionary divergence in Greece.
Keywords: A. baumannii, PFGE, MLST, sequence types, tri-locus sequence typing
Introduction
Acinetobacter baumannii is a multidrug-resistant (MDR) nosoco-
mial pathogen increasingly affecting severely ill patients. It is
highly capable of surviving and spreading in the hospital environ-
ment and of developing resistance to antimicrobial agents. Car-
bapenems, such as imipenem and meropenem, have been
widely used in serious MDR A. baumannii infections; however,
infections with carbapenem-resistant isolates are increasing
and are often associated with high morbidity and mortality
rates.1–3 Outbreaks caused by MDR A. baumannii have been
identified in several intensive care units (ICUs) worldwide, and
in many instances such isolates are resistant to all available anti-
microbial agents except colistin.2–4 The clonal study of hospital
isolates is very important in terms of understanding the epide-
miology of these outbreaks; such studies usually reveal the
clonal nature of A. baumannii isolates, not only within single
institutions, but also on a global basis.2,3 MDR outbreak strains
usually belong to a limited number of clonal lineages, which in
Europe are called EU clones I, II and III; more recently the
term international clonal complexes (CCs) has been used, with
the EU clones corresponding to CC1, CC2 and CC3, respectively.5,6
Molecular epidemiological studies are important tools to
restrict the further extension of MDR A. baumannii. In Greece, A.
baumannii clinical isolates frequently exhibit MDR phenotypes,
but up to the 1990s they were susceptible to carbapenems.7
However, low-level resistance to carbapenems gradually
appeared thereafter and was relatively common at the beginning
# The Author 2011. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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of the 2000s.8 Subsequently, carbapenem-resistant A. baumannii
clinical isolates became predominant in Greek hospitals during the
last decade and commonly caused hospital outbreaks.9,10The aim
of the present study was to analyse the genetic relatedness and
evolution of clonal lineages inMDRA. baumannii isolates recovered
from hospitalized Greek patients during a 10 year period.
Materials and methods
Bacterial strains and phenotypic assays
Ninety-four A. baumannii isolates were randomly selected for further
study among a collection of 652 isolates recovered from clinical infec-
tions during a 10 year period (2000–09) in eight tertiary hospitals
located in four distinct regions in northern (Thessaloniki, Serres), central
(Larissa) and southern (broad region of Athens) Greece. Phenotypic
identification and initial antibiotic susceptibility testing were performed
using the Vitek 2 system (bioMe´rieux, Marcy l’E´toile, France). Imipenem,
meropenem and colistin MICs were determined by agar dilution and
Etest (bioMe´rieux) and interpreted using the CLSI 2010 interpretative
criteria.11
PCR for carbapenemase genes
The phenotypic identification of all isolates as A. baumanniiwas confirmed
by PCR for the intrinsic blaOXA-51-like gene
9 and by the fact that using the tri-
locus sequence typing (3LST) protocol (described below), which is specific
for A. baumannii, all study isolates were assigned to a 3LST group. PCR
testing was also performed for the presence of common class D
OXA-type carbapenemase genes (blaOXA-23-type, blaOXA-24-type and
blaOXA-58) and for genes encoding the class B metallo-b-lactamases
blaVIM, blaIMP and blaSIM.
9,12,13
PFGE
All 94 isolates were typed by PFGE using ApaI-digested genomic DNA7
and the banding patterns were compared visually using criteria proposed
by Tenover et al.14
3LST and multilocus sequence typing (MLST)
All isolates were typed using the 3LST protocol developed by the UK HPA,
which includes amplification and sequencing of the alleles ompA, csuE
and blaOXA-51-like that are under selective pressure.
15 PCRs were per-
formed using Phusion DNA polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland) and
PCR products were sequenced in duplicate (Macrogen Inc., Seoul, South
Korea). Data were analysed using Chromas v1.45 and MEGA v3.1
software.
Twenty-five isolates recovered in each of the participating institutions
and selected to represent all different PFGE types were further tested by
the MLST scheme developed by the Institut Pasteur5 and were assigned
an MLST (ST) type. This protocol was performed according to instructions
on the Institut Pasteur’s web site (www.pasteur.fr/recherche/genopole/
PF8/mlst/Abaumannii.html). By this scheme, internal fragments of seven
housekeeping genes (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB and rpoB) were
amplified and sequenced in duplicate for each of the 25 selected isolates.
To determine theCCwhere isolates belong, eBURSTanalysiswas performed
using the eBURST software program (http://eburst.mlst.net/).
Assignment of novel 3LST alleles and STs
The nucleotide sequences of the novel ompA, csuE and blaOXA-51-like
alleles identified are available from the HPA web site on A. baumannii
sequence typing (http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/AB/home.php).
Allele sequences of ST85 and ST86 are available from the Institut Pas-
teur’s A. baumannii MLST web site (http://www.pasteur.fr/mlst).
Results
Susceptibility testing and carbapenemase genes
Forty-six of the 94 study isolates were recovered in 2000–04 and
48 in 2005–09. All isolates exhibited an MDR phenotype, being
resistant to three or more antimicrobial classes. As many as 54
(57.4%) isolates were imipenem non-susceptible (MIC .4 mg/
L), while 52 (55.3%) of them were also meropenem non-
susceptible (MIC .4 mg/L). From 2000 to 2004, 20 isolates
(43.5%) were carbapenem non-susceptible, while from 2005 to
2009, 31 isolates (64.6%) were carbapenem non-susceptible.
All isolates were susceptible to colistin. The blaOXA-58 gene was
detected in 51 (94.4%) of the carbapenem-non-susceptible
and 15 (37.5%) of the carbapenem-susceptible A. baumannii iso-
lates. Other carbapenemase genes were not detected in any of
the isolates.
PFGE typing
Eight distinct PFGE types (I–VIII) were identified, with type VIII
being the most common, comprising 49 isolates (Table 1).
PFGE types I, II, III and VIII included isolates differing from
each other by up to three bands, which were considered as sub-
types (Ia–Id; IIa and IIb; IIIa and IIIb; and VIIIa and VIIIb). The
isolates assigned to distinct PFGE types differed from those of
other types by more than six bands. Isolates belonging to PFGE
types I and VIII were detected in hospitals from all geographic
regions and isolates of PFGE type V were detected in hospitals
of northern and central Greece.
3LST
Sequence typing of A. baumannii isolates showed already ident-
ified 3LST groups (1, 2, 4 and 5) and STs (1, 2, 15, 45 and 54), but
also the novel STs 85 and 86. There was good correspondence
between major PFGE types and STs, with PFGE type I correspond-
ing to ST1, type IIa–IIb to ST85, IV to ST86, V to ST54, VI to ST15,
VII to ST25 and VIIIa to ST2. However, strains assigned to ST45
showed PFGE types IIIa–IIIb and VIIIb.
The sequence analysis of the amplified alleles in 3LST typing
identified eight novel alleles for blaOXA-51-like, csuE and ompA
genes. In particular, the novel alleles 2-1 [single nucleotide (nt)
difference with allele 2], 10 (5 nt difference with the closest
match, allele 1), 11 (3 nt difference with the closest match,
allele 7) and 12 (3 nt difference with the closest match, allele
7, and 6 nt difference with allele 11) were identified for the
gene locus blaOXA-51-like. Also, the novel alleles 11 (6 nt difference
with the closest match, allele 4) and 12 (8 nt difference with the
closest match, allele 1) were assigned for csuE and alleles 8 (7 nt
difference with the closest match, allele 1) and 9 (3 nt difference
with the closest match, allele 5-1) for ompA. Isolates harbouring
blaOXA-51-like allele 2-1 and csuE allele 8-1 were assigned to iden-
tical 3LST groups, 2 and 5, respectively, while no novel 3LST
group was assigned to isolates harbouring novel alleles
because they were considered micro-epidemic strains.
Gogou et al.
2 of 6





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:47:16 EET - 137.108.70.7







Table 1. Characteristics of the 25 study isolates that were subjected to all typing assays. The MIC values shown in the table correspond to each specific isolate and do not apply for
all isolates with the same 3LST and PFGE type



















3LST allele MLST allele
ompA blaOXA-51-like csuE ST cpn60 fusA gltA pyrG recA rplB rpoB
1 blood Red Cross/Athens 2002 Ia 4 2 2 2 2 1 1 1 1 1 5 1 1 .32 8 +
2 blood Red Cross/Athens 2002 Ib 6 2 2 2-1 2 1 1 1 1 1 5 1 1 16 16 +
3 bronchial Red Cross/Athens 2002 IIIa 1 1 1 1 1 45 2 6 2 2 2 2 2 16 4 +
4 blood Red Cross/Athens 2002 IV 1 NA 1 4 1 86 6 30 2 19 31 20 31 8 2 2
5 decubitus ulcer University/Larissa 2008 Id 2 2 2 2-1 2 1 1 1 1 1 5 1 1 0.5 1 2
6 blood University/Larissa 2008 IIa 2 NA 8 10 11 85 5 2 4 1 3 3 4 2 1 2
7 blood KAT/Athens 2001 IIIb 1 1 1 1 1 45 2 6 2 2 2 2 2 0.75 0.5 2
8 bronchial KAT/Athens 2001 Ia 13 2 2 2 2 1 1 1 1 1 5 1 1 .32 8 +
9 drainage Hippokration/Athens 2003 VI 1 5 9 12 8-1 15 6 6 8 2 3 5 4 16 8 2
10 bronchial Tzaneio/Athens 2002 Ic 5 2 2 2 2 1 1 1 1 1 5 1 1 4 1 +
11 bronchial Tzaneio/Athens 2002 VIIIa 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 6 2 +
12 pus Hippokration/Athens 2003 IIb 1 NA 8 10 11 85 5 2 4 1 3 3 4 0.5 0.5 2
13 bronchial Hippokration/Athens 2003 VII 3 4 4 4 7 25 3 3 2 4 7 2 4 32 4 +
14 blood Hippokration/Athens 2003 VI 1 5 9 12 8-1 15 6 6 8 2 3 5 4 0.75 2 2
15 blood Hippokration/Thessaloniki 2003 Ic 1 2 2 2-1 2 1 1 1 1 1 5 1 1 .32 4 +
16 blood Hippokration/Thessaloniki 2004 V 1 NA 8 11 12 54 12 3 18 2 17 4 5 1 1 +
17 bronchial University /Larissa 2007 V 1 NA 8 11 12 54 12 3 18 2 17 4 5 0.25 1 2
18 bronchial University/Larissa 2007 V 1 NA 8 11 12 54 12 3 18 2 17 4 5 2 1 2
19 urine Hippokration/Thessaloniki 2003 VIIIa 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 0.5 2
20 blood Tzaneio/Athens 2004 VIIIa 4 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 +
21 wound University/Larissa 2007 VIIIa 3 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 32 8 +
22 bronchial General/Serres 2005 VIIIa 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 .32 16 +
23 blood General/Serres 2005 VIIIa 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 .32 24 +
24 decubitus ulcer University/Larissa 2007 VIIIb 11 1 1 1 1 45 2 6 2 2 2 2 2 2 0.5 2
25 bronchial Papanikolaou/Thessaloniki 2007 VIIIa 24 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 16 8 +
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eBURST analysis of the seven STs found in this study together
with other profiles of the Institut Pasteur’s MLST database
showed that ST2 and ST45 are single locus variants (SLVs) and
belong to international CC2.5 ST1 was grouped in CC1, ST15 is
an SLV of ST84, ST54 is an SLV of ST99 and ST85 formed a
novel CC with ST6, as these two STs differ by a single allelic mis-
match. ST25 and ST86 were singletons, i.e. differed by at least
two genes from all other profiles.
Typing results generated by MLST were concordant with 3LST
data. Indeed, isolates assigned to ST2 and ST45 (CC2) corre-
sponded to 3LST group 1, ST1 (CC1) to 3LST group 2, ST25 to
3LST group 4 and ST15 to 3LST group 5 (Table 1). The majority
of isolates (52) were assigned to 3LST group 1 and CC2, within
which ST2 comprised 38 isolates and ST45 14 isolates. Thirty-one
isolates were assigned to 3LST group 2 and ST1 (CC1). CC1 and
CC2 included isolates from all geographical regions and com-
prised both carbapenem-resistant and carbapenem-susceptible
isolates. The majority of isolates recovered from 2000 to 2004
belonged to 3LST group 2 (29/46, 63%), while those isolated
between 2005 and 2009 more commonly belonged to 3LST
group 1 (42/48, 87.5%). The remaining isolates recovered from
2000 to 2004 belonged to 3LST group 1 (nine isolates), group
4 (three isolates) and group 5 (two isolates), and three isolates
could not be assigned to a specific 3LST group. As far as the
time period 2005–09, two isolates belonged to 3LST2 and four
isolates were not assigned to a 3LST group. Of the two new
STs (ST85 and ST86) identified, ST85 was present in distant geo-
graphical regions in Greece. The geographical distribution of the
25 isolates subjected to all typing assays is shown in Figure 1
and the characteristics of those isolates are shown in Table 1.
As far as the susceptibility to imipenem of the specific 3LST
types, from 2000 to 2004, 11 3LST2 (CC1) isolates were imipenem
susceptible and 18 were imipenem non-susceptible, while from
2005 to 2009, 11 3LST1 (CC2) isolates were susceptible and 31
were non-susceptible. It is thus apparent that from 2000 to
2004 the resistance to imipenem nationwide was mainly due to
the prevalence of 3LST2 (CC1) isolates, while from 2005 to 2009
it was due to the prevalence of 3LST1 (CC2) isolates.
Discussion
A. baumannii belonging to the international CCs 1–3 and ST15
have experienced evolutionary success and almost universally
exhibit MDR phenotypes, which has facilitated their rapid clonal



































Figure 1. Geographical distribution of the identified MLST types. Black dots indicate the locations of hospitals in which A. baumannii isolates were
recovered. Coloured pie charts indicate the prevalence of A. baumannii isolates assigned to different STs in each period of the study. This figure
appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.
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whether the expansion of MDR isolates is mainly due to the
spread of already established MDR clones or because of acqui-
sition of resistance determinants by susceptible strains that ren-
dered them MDR.5 Susceptible strains are also contained within
CC1 and CC2,16,17 which may be considered older clones that
have gradually acquired multiple resistance determinants.5 The
results of the present study support this hypothesis; CC1 and
CC2 also prevailed in Greece over the past 10 years and included
both carbapenem-resistant and carbapenem-susceptible iso-
lates, indicating that the evolution of the isolates from carbape-
nem susceptible to carbapenem resistant7,8 was mainly due to
the resistance development among isolates in the same CCs.
Similar to reports from Italy, Spain and Portugal,16,18,19 as well
as distant geographical regions such as China and Australia,20,21
CC2 (ST2 and ST45) was the more common lineage in Greece.
Also, as already reported for the Czech Republic,17 a shift
towards CC2 has been observed in more recent (2005–09) A.
baumannii populations in Greece. Isolates belonging to CC3
were not observed in Greece; similar to the Czech Republic,17
but different from many other European countries, including
Germany, the Netherlands, France, Italy, Spain and Belgium.5
Also of note is the spread of less common or novel 3LST
alleles and STs, underlining an evolutionary divergence in Greek
A. baumannii clonal lineages. Of these, ST15 and ST25 were
already identified in epidemic strains isolated in several southern
European countries, including Italy, Spain, Greece and
Turkey,16,19 while ST85 and ST86 were detected for the first time
in Greece. blaOXA-58 was commonly detected, being the only
carbapenemase gene harboured by A. baumannii isolates in
Greece, consistent with several studies from Mediterranean
countries,19,22–24 but different from other reports from Europe,
where different carbapenem-hydrolysing oxacillinases25,26 or
up-regulated OXA-51-like enzymes17 are prevalent among
carbapenem-resistant lineages. It should be noted that the
various carbapenem-hydrolysing oxacillinases have been acquired
and carried by the same clonal lineages, mainly CC1 and CC2,
among isolates from different countries.2,25
The genetic analysis of A. baumannii isolates provides valuable
data regarding their epidemic distribution that may be helpful for
containment of their further spread. The present study shows that
isolates belonging to the same PFGE or ST type are prevalent on a
nationwide scale. Also, the same lineagewas detected in different
time periods in remote hospitals. Characteristically, CC2 was iso-
lated throughout the whole study period in all Greek regions,
underlining an inter-hospital spread. The increased detection of
CC2 isolates was paralleled by and contributed to the increased
frequency of carbapenem-resistant A. baumannii isolates, which
are now predominant in Greek hospitals.27 It is worrisome that
the evolution of Greek A. baumannii isolates from carbapenem
susceptible in the 1990s7 to carbapenem resistant in the 2000s
was rapid and resulted in significant therapeutic difficulties.
Further MLST studies on a larger number of isolates on a nation-
wide basis would be important to provide better insight into the
transmission and dissemination of MDR A. baumannii clones.
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